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DMSO Dimethylsulfoxid 
DOTAP N-[1-(2,3-Dioleoyloxy)propyl]N,N,N-trimethylammonium-
methylsulfat Abkürzungsverzeichnis  X
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DRBM dsRNA-Bindungsmotiv 
DRBP76   Bindungsprotein für doppelsträngige RNA (double-
stranded RNA-binding nuclear Protein) 
dsRBD dsRNA-Bindungs-Domäne 
dsRNA doppelsträngige  RNA 
DTT Dithiothreitol 




EIF-2α Eukaryontischer  Initiationsfaktor-2α 
EtOH Ethanol 
FACS  fluorescence activated cell sorting (Durchflusszytometer) 
FCS Fötales  Kälberserum 
g  Erdbeschleunigung (9,81 m/s2) 
GFP  Green Fluorescent Protein 
HBS HEPES-buffered  Saline 
hCG   humanes Choriogonadotropin 
HCl Salzsäure 
HCV Hepatitis  C-Virus 
HIV  human immunodeficiency virus 
HPV Humanpapillomavirus 
hr Stunde 
HRP Meerrettichperoxidase  (horseraddishperoxidase) 
HTF  Human Tissue Factor 













MCS  Multiple Cloning Site 
MeOH Methanol 
mg milligramm 













Na3VO4  Natriumorthovanadat 
ng nanogramm 
nM   nanomolar 
o.g. oben  genannt 
PAA Polyacrylamid 
PAZ Piwi-Argonaut-Zwille 
PBS  Phosphate Buffered Saline 
PBS-T  Phosphate Buffered Saline Tween 
PCR Polymerasekettenreaktion Abkürzungsverzeichnis  XII
Pi  anorganisches Phosphat 
PKR  RNA-abhängige Proteinkinase (RNA dependent protein 
kinase) 
PLK1  Polo-Like Kinase 1 
PMSF Phenylmethansulfonylsäure 
PSKH1 Protein-Serin-Kinase  H1 
PTGS post-transkriptionelles  Gen-Silencing 
PVDF Polyvinyliden-Difluorid 
RB Runningbuffer 







siRNA  small interfering RNA 
s.o. siehe  oben 
stRNA  small temporal RNA 
ssRNA einzelsträngige  RNA 
s.u. siehe  unten 
T Threonin 
Tab. Tabelle 




U./min.  Umdrehungen pro Minute 
V Volt 
vgl. vergleiche 
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1. EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG 
In den Industrienationen sind nach wie vor die Krebserkrankungen die am 
weitesten verbreitete Zivilisationskrankheit und Todesursache. Etwa 20% der 
Todesfälle in Deutschland sind auf Krebs zurückzuführen, die Tendenz ist stei-
gend. Weltweit sterben jährlich ca. 5 Millionen Menschen an Krebs. 
In Deutschland ist die Häufigkeitsverteilung der verschiedenen Krebsformen 
folgendermaßen: 
Männer: 1. Bronchialkarzinom 
  2. Malignes Melanom 
 3.  Prostatakarzinom 
Frauen:  1. Mammakarzinom – jede 10. Frau erkrankt 
  2. Malignes Melanom 
 3.  Kolonkarzinom 
(Schade J.P. 2001) 
Weltweit ist das Bronchialkarzinom die am weitesten verbreitete Krebsform 
(Tyczynski J.E. et. al. 2003). Die höchsten Inzidenzraten existieren hierfür in Eu-
ropa und Nordamerika. 
 
So stellt sich die Ausgangssituation in der heutigen Krebsforschung dar. Ziel 
der Forschung muss es sein, die bestehenden Therapiekonzepte gegen 
Krebserkrankungen zu erweitern bzw. durch neue Methoden zu ersetzen, die 
die molekularbiologischen Grundlagen der Tumorentstehung bzw. die mole-
kularbiologischen Möglichkeiten der Bekämpfung gezielter und genauer be-
rücksichtigen. Auch die Notwendigkeit neuer Therapieansätze, die ihren Ur-
sprung auf Ebene der molekularbiologischen Grundlagen haben müssen, ist 
damit offensichtlich.  
 
Dabei stellt Krebs kein einheitliches Krankheitsbild dar, sondern umfasst mehr 
als hundert verschiedene Formen bösartiger (maligner) Erkrankungen, die na-
hezu jedes Gewebe im menschlichen Körper befallen können und die auch 
noch innerhalb eines Organs verschiedene Ausprägungen haben können 1.  Einleitung und Problemstellung  2
(Hanahan D. et. al. 2000; Weinberg R.A. 1995). Daher wird auch von Krebser-
krankungen und nicht nur von Krebs gesprochen, um zu verdeutlichen, dass 
es sich um verschiedene Ausprägungen handelt. 
 
Auch die Entstehung von Krebs ist nicht einheitlich, sondern ein multifaktoriel-
ler, vielstufiger und komplexer Prozess, der sich über Jahre vollzieht und dessen 
einzelne Schritte bzw. Ursachen bis heute noch immer nicht vollständig auf-
geklärt sind. Doch auch die Anhäufung von Zellen zu einem Tumor reicht 
noch nicht aus, um von Krebs zu sprechen, hier wird erst von einem benignen 
(gutartigen) Tumor oder auch Neoplasma gesprochen. Als Krebs wird der Tu-
mor erst dann bezeichnet, wenn er die Fähigkeit besitzt, in benachbartes 
Gewebe einzudringen (Alberts B. et. al. 1995).  
Krebs entsteht durch die schrittweise Akkumulation von genetischen Verände-
rungen, die dazu führen, dass neoplastische Zellen aus dem homöostatischen 
Mechanismus freigesetzt werden, der im gesunden Gewebe für normale 
Zellproliferation sorgt. Beim Menschen sind mindestens fünf bis sechs Mutatio-
nen nötig, um dieses Stadium zu erreichen, bei Mäusen sind es wahrscheinlich 
weniger (Hahn W.C. et. al. 1999; Hahn W.C. et. al. 2002). Damit eine normale 
Zelle in malignes Wachstum übergeht, müssen die sechs folgenden Anforde-
rungen erfüllt sein:  
1.  Die Zelle wird autonom bezüglich der Wachstumssignale.  
2.  Sie wird insensitiv gegenüber wachstumsinhibierenden Signalen.  
3.  Es findet keine Apoptose mehr statt.  
4.  Sie hat unbegrenztes Teilungspotenzial.  
5.  Die Angiogenese ist unbegrenzt möglich. 
6.  Sie kann invasiv in umliegende Gewebe einwachsen bzw. Metastasen 
bilden.  
(Hanahan D. et. al. 2000) 
 
Ursachen für die Mutationen und damit für die Krebsentstehung sind bei-
spielsweise chemische Stoffe, Hormone, radioaktive Strahlung, Immunstörun-
gen, Viren, freie Radikale oder allgemein oxidative Stoffe sowie genetische 1.  Einleitung und Problemstellung  3
Prädisposition, d.h. beispielsweise Mutationen in bestimmten tumor-
assoziierten Genen (Tumorsuppressorgenen oder Onkogenen) (Ames B.N. 
1983; Hahn W.C. et. al. 1999; Hahn W.C. et. al. 2002). 
 
Das Problem bei der Therapie der verschiedenen Krebserkrankungen ist die 
Spezifität der jeweiligen Therapie. Anhand der Tatsache, wie viele verschie-
dene Möglichkeiten der Erkrankung unter dem Oberbegriff „Krebs“ zusam-
mengefasst sind, wird schnell klar, dass auch viele verschiedene Ansätze zur 
Bekämpfung nötig sind und es wahrscheinlich kein „Allheilmittel“ für „den 
Krebs“ geben wird. Je unspezifischer der Ansatz einer Krebstherapie ist, desto 
größer ist die Gefahr von Nebenwirkungen, da auch normale Gewebe ge-
schädigt werden.  
Daher muss neben der Erforschung der genetischen Prädisposition und damit 
der Möglichkeiten einer präventiven Therapie die Erforschung einer möglichst 
spezifischen Tumor- bzw. Krebstherapie im Vordergrund stehen. Über Gen-
Expressions-Profile ist es bereits gelungen, bei Mammakarzinompatientinnen 
mit über 90%iger Sicherheit vorherzusagen, ob ein Tumor Metastasen entwi-
ckeln oder ob er lokal abgegrenzt bleiben wird (Ahr A. et. al. 2002; Bernards R. 
et. al. 2002). Ein weiterer Ansatzpunkt für die Erforschung des Krebsgesche-
hens ist, dass das Genom von Tumorzellen an verschiedenen Stellen irreversi-
bel geschädigt ist, und zwar durch Punktmutationen genauso wie durch Läsi-
onen oder Veränderungen der Chromosomen (Hanahan D. et. al. 2000). 
 
Diese Fakten bieten Ansatzpunkte, die die Forscher weltweit auf verschiede-
nen Gebieten daran arbeiten lassen, sowohl auf präventiver als auch auf the-
rapeutischer Seite nach neuen Möglichkeiten zu suchen, um vielleicht in den 
nächsten Jahren oder Jahrzehnten den Krebs erfolgreich bekämpfen zu kön-
nen. Dies ist jedoch auf „konventionellen“ Wegen unwahrscheinlich, da hier 
die Grenzen aufgrund der Unspezifität weitestgehend erreicht sind. Neuere 
Ansätze müssen sich der molekularbiologischen bzw. genetischen Grundla-
gen bedienen, die zum einen Aussagen über genetische Veränderungen bei 
bestimmten Krebserkrankungen machen können, zum anderen die Ausprä-1.  Einleitung und Problemstellung  4
gung bestimmter Merkmale, die für einen Tumor oder eine Tumorgruppe spe-
zifisch sind, erfassen können und dadurch neue Angriffspunkte für moderne 
Therapiekonzepte liefern können. 
 
Neue Techniken wie die RNA-Interferenz haben die Molekularbiologie revolu-
tioniert, da mit geringen Wirkstoffmengen, in diesem Falle doppelsträngige 
RNA, die Funktion von Zielgenen komplett ausgeschaltet werden kann. In vie-
len Studien wurde dies als „proof of principle“ eingesetzt, um zelluläre Funkti-
onsmechanismen zu studieren. Doch nur wenige Arbeitsgruppen haben bis-
her das Ziel, damit Krankheiten wie Krebs oder virale Infektionen zu bekämp-
fen. Es sollte jedoch möglich sein, wenn gezielt Gene, z.B. Onkogene, ausge-
schaltet werden, spezifisch gegen Krebszellen vorzugehen und dadurch das 
gesunde Gewebe nur minimal zu schädigen. Genau an dieser Stelle liegt der 
Ausgangspunkt für die Untersuchungen, die im Rahmen der vorliegenden Dis-
sertation durchgeführt wurden. 
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2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN 
2.1 Molekulare Mechanismen der Kanzerogenese 
Man kann die Kanzerogenese in die vier Teilschritte Initiation, Promotion, Pro-
gression und Metastasierung einteilen.  
Die Initiation ist das erste Stadium der Krebsentstehung: Durch eine kanzero-
gene Substanz, Strahlung oder aber durch genetische Faktoren werden DNA-
Schäden induziert, die zu Mutationen führen. Diese DNA-Schäden werden 
häufig nicht repariert und führen so, wenn die Zelle keiner Apoptose unter-
liegt, zu transformierten Zellen. Die Initiation ist in der Regel ein irreversibler 
Vorgang, denn sie lässt sich mit Hilfe einer verstärkenden Substanz auch nach 
längerer Zeit noch nachweisen. 
Die Promotion folgt auf die Initiation, denn initiierte Zellen reagieren auf einen 
Tumorpromotor (bestimmte chemische Faktoren) wesentlich stärker mit Proli-
feration als normale Zellen des gleichen Gewebes. Promotion bedeutet also 
die Beschleunigung der Tumorentstehung. 
In der Progressionsphase geht der Tumor durch weitere Mutationen vom be-
nignen in den malignen Zustand über.  
In dieser Phase besitzen die Tumorzellen dann auch die Fähigkeit, sich durch 
massive Zellteilung direkt im benachbarten Gewebe sowie über die Blut- und 
Lymphbahnen in entfernten Geweben auszubreiten (Metastasierung). 
(Migliore L. et. al. 2002) 
 
In der folgenden Abbildung sind die möglichen Mechanismen dargestellt, 
über die die verschiedenen Phasen der Kanzerogenese verhindert werden 
können. Als „blocking agents“ (blockende Substanzen) werden solche Sub-
stanzen angesehen, die die Initiation verhindern. „Suppressing agents“ (un-
terdrückende Substanzen) hingegen verhindern die Progression der initiierten 
Zellen zu vollständig transformierten Tumorzellen. 
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Abbildung 1:  Mögliche Mechanismen für die Verhinderung von Initiation, 
Promotion, Progression und Metastasierung 
aus: (Johnson I. et. al. 1994) 
 
Darüber hinaus ist es möglich, auf der Ebene der mRNA in der bereits entarte-
ten Zelle in das Krebsgeschehen einzugreifen, indem über die Blockade be-
stimmter Gene die weitere unkontrollierte Zellteilung und damit die weitere 
Entartung und Ausbreitung des Tumors bzw. die Metastasierung verhindert 
werden. Dabei ist die oben beschriebene Kanzerogenese bereits in vollem 
Gange, und das Ziel ist es, das Wachstum des Tumors zu hemmen bzw. ihn 
sogar zum Zurückgang zu zwingen.  
Zielgene für solche Ansätze sind Gene, die im Krebsgewebe gegenüber nor-
malem gesunden Gewebe überexprimiert werden und dadurch einen geziel-
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ten, spezifischen Angriff auf die malignen Tumorzellen ermöglichen, wobei 
Nebenwirkungen aufgrund der Spezifität möglichst gering gehalten werden 
können. 
 
2.2 Der Zellzyklus und seine Kontrollpunkte 
2.2.1 Zellzyklusphasen 
Der Zellzyklus dient dazu, dass die Zellen ihren biochemischen Apparat ver-
doppeln und sich anschließend zweiteilen. Da im Rahmen dieser Zellteilungs-
schritte immer wieder Fehler z.B. in der DNA-Synthese auftreten, unterliegt der 
Zellzyklus einer komplexen Kontrollmaschinerie, die aus verschiedenen Kon-
trollpunkten besteht. Die Dauer des Zellzyklus ist in den verschiedenen Spezies 
sehr unterschiedlich und kann von Minuten (bei Embryonen von Fliegen) bis 
über ein Jahr (bei Leberzellen aus einem Säuger) dauern. 
Eukaryontische Zellen besitzen einen Zellzyklus, der aus vier Phasen besteht: 
Die G1-Phase, in der die Zelle durch die Synthese von Proteinen, RNA und an-
deren Zellbestandteilen wächst, sodann ihre Umgebung und ihre eigene Grö-
ße prüft, um zu einem geeigneten Zeitpunkt mit der nächsten Phase, der S-
Phase fortzufahren. Zellen, die sich nicht weiter teilen, da sie bereits ausdiffe-
renziert sind, gehen nicht in die S-Phase über, sondern verlassen die G1-Phase 
und gehen in die G0-Phase über, in der sie auf Dauer verbleiben. In der S-
Phase findet die Replikation der DNA statt, sie wird deshalb auch Synthese-
phase genannt. Im Anschluss an die S-Phase erfolgt wieder ein gewisser Ru-
heabschnitt, die G2-Phase. Dieser Zeitabschnitt verbindet die DNA-Synthese-
Phase mit der eigentlichen Zellteilung, der Mitose, oder auch M-Phase. Aus 
diesem Grund stellt sie eine Sicherheits-Pause dar, in der sich die Zelle verge-
wissert, ob die DNA-Replikation vollständig abgeschlossen wurde, bevor sie in 
die Mitose eintritt. In der M-Phase teilt sich der Zellkern und anschließend die 
ganze Zelle. Diese Phase umfasst demzufolge Mitose (= Kernteilung) und Zyto-
kinese (= Zellteilung). Die Mitose kann ihrerseits wieder in fünf Teilabschnitte 
untergliedert werden: Prophase, Prometaphase, Metaphase, Anaphase und 
Telophase. Während der Prophase zerfällt die Kernmembran (nuclear enve-2.2  Theoretische Grundlagen - Der Zellzyklus und seine Kontrollpunkte  8
lop breakdown), der Inhalt des Zellkerns kondensiert zu sichtbaren Chromo-
somen, und zelluläre Mikrotubuli bilden die Mitosespindel aus, die schließlich 
die Chromosomen trennt. Im Laufe der Mitose verharrt die Zelle scheinbar kurz 
in einem als Metaphase bezeichneten Stadium, in dem die bereits verdoppel-
ten Chromosomen an der Mitosespindel aufgereiht werden und auf ihre Tren-
nung warten. Die Trennung der verdoppelten Chromosomen markiert den 
Beginn der Anaphase, in der sich die Chromosomen zu den jeweiligen Polen 
der Spindel hinbewegen, wo sie dekondensieren und neue, intakte Zellkerne 
bilden. Anschließend in der Zytokinese teilt sich die Zelle in zwei Tochterzellen, 
was das Ende der Mitose bzw. M-Phase darstellt.  
Der gesamte Abschnitt zwischen einer M-Phase und der nächsten M-Phase, 
bestehend aus G1-, S- und G2-Phase, wird als Interphase bezeichnet.  
(Alberts B. et. al. 1995) 
 
2.2.2 Kontrollpunkte im Zellzyklusgeschehen 
Die Mitose wird aufgrund ihrer Bedeutung für die Zelle auf molekularer Ebene 
von einer Reihe von Proteinkinasen überwacht, deren Aktivität letztlich in der 
Phosphorylierung des Mitose-Promoting-Factors (MPF) resultiert und dadurch 
die Mitose startet. Umgekehrt wird die Mitose durch Dephosphorylierungen 
zentraler mitotischer Proteine wieder beendet.  




Spindelkontrollpunkt (Meta-Anaphase-Transition) (Molinari M. 2000). 
 
Die Funktion dieser Kontrollpunkte ist die Überwachung der Vollständigkeit der 
einzelnen Zellzyklusphasen, damit beispielsweise keine Fehler in der DNA-
Synthese auf Tochterzellen weitergegeben werden oder auch damit die 
Chromosomen vollständig geteilt sind, wenn die Zellen sich teilen. 2.2  Theoretische Grundlagen - Der Zellzyklus und seine Kontrollpunkte  9
Die folgende Abbildung 2 zeigt das komplexe Zusammenspiel der verschie-


















Abbildung 2:  Kontrollpunkte in der Mitose 
Dargestellt sind die Enzyme [in den roten Kästchen], die die 
verschiedenen Kontrollpunkte (G1/S-Transition, G2/M-Transition, 
Meta-/Anaphase-Transition) während der Mitose darstellen 
und auf dieser Ebene regulatorisch eingreifen. 
aus: (Nigg E.A. 2001) 
 
Es soll hier nur einer der genannten Kontrollpunkte der Mitose genauer be-
sprochen werden, und zwar der DNA-Replikations-Kontrollpunkt an der G2/M-
Transition. 
 
2.2.3 DNA-Replikations-Kontrollpunkt (G2/M-Transition) 
Dieser Kontrollpunkt liegt am Beginn der Mitose und registriert, ob das Genom 
in der S-Phase vollständig und intakt repliziert wurde. 2.2  Theoretische Grundlagen - Der Zellzyklus und seine Kontrollpunkte  10
Der Einstieg in die Mitose wird durch die Zunahme der Zahl der Cdk/Cyclin-
Komplexe induziert, die den MPF bilden (Pines J. 1999). Der MPF besteht als 
heterodimeres Enzym aus zwei Untereinheiten, Cyclin B1 und seiner zugehöri-
gen cyclinabhängigen Kinase (Cdk) Cdk1 bzw. Cdc2, wobei Cdc2 die kataly-
tische und Cyclin B1 die regulatorische Untereinheit des MPF darstellt. Für die 
Aktivierung ist die Heterodimerbildung aus Cyclin B1 und Cdc2 grundlegende 
Voraussetzung.  
Die Cycline weisen zellzyklusabhängige Konzentrationsschwankungen auf. 
Der Cdc2/Cyclin B1-Komplex ist beispielsweise von der Verfügbarkeit von 
Cyclin B1 abhängig, das in der S-Phase synthetisiert wird und sich vor bzw. in 
der M-Phase anreichert, um sogleich degradiert zu werden, wenn die Zelle in 
die nächste G1-Phase eintritt. 
In Cyclin B1 ist eine Aminosäuresequenz enthalten, die sogenannte CRS (= 
cytoplasmic retention signal), die dafür verantwortlich ist, dass Cyclin B1 in der 
Interphase nur im Zytoplasma vorliegt (Pines J. et. al. 1994). Die CRS dient als 
Kernausstiegssignal, denn Cyclin B1 wird bis zu Beginn der Prophase aktiv aus 
dem Kern exportiert (Toyoshima F. et. al. 1998). 
 
Die Steuerung des G2/M-Übergangs ist demzufolge recht komplex: Am Ende 
steht der MPF, der entsteht, wenn Cyclin B1, nachdem es sich in der G2-Phase 
angereichert hat, mit seinem Partner Cdc2 assoziiert. Für dessen Aktivierung ist 
die Dephosphorylierung von Cdc2 erforderlich, die durch Cdc25C erfolgt. Als 
Antagonist zu Cdc25C wirken die Proteinkinasen Wee1 und Myt1, die Cdc2 
an Thr14 bzw. Tyr15 phosphorylieren und damit inaktivieren. Dadurch schützt 
Wee1 den Zellkern vor vorzeitiger MPF-Aktivierung (Heald R. et. al. 1993). Myt1 
hingegen ist im Golgi-Apparat lokalisiert und hält unter anderem die Cdc2-
Phosphorylierung in der Interphase aufrecht (Liu F. et. al. 1997). Die Cdc25C-
Proteinkonzentration ist während des kompletten Zellzyklus konstant, und 
Cdc25C ist während der Interphase im Zytosol und während der G2/M-
Transition im Zellkern lokalisiert. In der späteren Interphase transloziert Cdc25C 
zwischen Zellkern und Zytoplasma hin und her. Es ist dabei aber hauptsächlich 
im Zytoplasma zu finden, da es durch Kernausstiegssignale aktiv aus dem Kern 2.3  Theoretische Grundlagen - Die Polo-Like Kinasen (PLK) und ihre Funktion im Zellzyklus 11
transportiert wird (Kumagai A. et. al. 1996; Yang J. et. al. 1999). In der G2-
Phase findet die Akkumulation von Cdc25C im Zellkern statt, da es dort die 
Aktivierung des MPF steuert. Vom aktivierten MPF kann Cdc25C seinerseits 
auch wieder phosphoryliert und aktiviert werden, und damit kann im Rahmen 
einer autokatalytischen Schleife der irreversible Einstieg in die Mitose stattfin-
den (Izumi T. et. al. 1992).  
Auch die Regulation von Cdc25C ist komplex: Es wird negativ durch die Iso-
merase Pin1 reguliert (Winkler K.E. et. al. 2000), durch Kinasen der PLK-Familie 
(vgl. Kapitel 2.3) aktiviert (Kumagai A. et. al. 1996) und durch die Proteinkina-
sen Chk1 und Chk2/Cds1 aktiviert oder inaktiviert (Furnari B. et. al. 1997). 
 
2.3 Die Polo-Like Kinasen (PLK) und ihre Funktion im Zellzyklus 
Die Polo-Like Kinasen (PLK) sind Kinasen aus der Familie der Serin/Threonin-
Kinasen, die phylogenetisch – von der Hefe bis zum Menschen – hochkonser-














Abbildung 3:  Die Familie der Polo-Like Kinasen 
Rot dargestellt ist die katalytische Domäne, die Kinasedomä-
ne, blau ist die sogenannte „polo-box“, dunkelgrün sind Do-
mänen mit geringerer funktionaler Bedeutung. 2.3  Theoretische Grundlagen - Die Polo-Like Kinasen (PLK) und ihre Funktion im Zellzyklus  12
Abgeleitet wird ihr Name von der zuerst in Drosophila entdeckten Kinase, die 
Polo genannt wurde. Alle weiteren entdeckten ähnlichen Kinasen wurden in 
Anlehnung an die Namensgeberin polo-like, also „polo-ähnlich“ genannt. In 
Mammaliazellen gibt es im Gegensatz zu den niederen Organismen drei For-
men der PLKs: PLK1, SNK/PLK2 und FNK/PLK3. PLK1 ist ein 68 kDa-großes Protein 
mit multiplen Funktionen an Kontrollpunkten des Zellzyklus. 
Allen PLKs sind zwei hochkonservierte Aminosäuresequenzen gemeinsam: Eine 
C-terminale Domäne, die als polo-box bezeichnet wird (Aminosäuren 410 – 
439), und eine zweite konservierte Sequenz in der aminoterminalen Hälfte, die 
Kinase-Domäne (Aminosäuren 46 – 306) (Clay F.J. et. al. 1993; Hamanaka R. 
et. al. 1994). 
Die PLK1-Expression und damit -Konzentration ist abhängig von der Zellzyklus-
phase, sie ist am Anfang der G1-Phase niedrig, steigt während des Zellzyklus 
an und erreicht während der G2/M-Phase ihr Maximum, parallel zur Expression 
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Abbildung 4:  Expressionsmuster von PLK1 im Vergleich zu den Cyclinen  
Es ist der Verlauf der Expression von PLK1 in den unterschiedli-
chen Zellzyklusphasen im Vergleich zu den Cyclinen zu sehen. 
Besondere Bedeutung hat hierbei die parallele Expression von 
PLK1 und Cyclin B1. 
 
Die enzymatische Aktivität von PLK1 nimmt während der Mitose wieder ab,  
hält aber länger an als die Cyclin B1-assoziierte Cdc2-Aktivität (Lee K.S. et. al. 
1995). Nicht nur die Expression und Aktivität von PLK1 sind abhängig von den 
jeweiligen Zellzyklusphasen, sondern auch die Lokalisation in der Zelle. In der 
Pro-Metaphase ist PLK1 an den Zentrosomen bzw. Kinetochoren lokalisiert, in 
der frühen und späten Anaphase findet sich PLK1 in der Region, die sich zwi-
schen den sich neu bildenden Tochterzellen befindet („Mid-Body“), um dann 
in der Telophase bzw. während der Zytokinese an der letzten Verbindungsstel-
le zwischen den neu gebildeten Tochterzellen („Mid-Zone“) zu lokalisieren 
(Abb. 5). 
 






Abbildung 5:  Lokalisation von PLK1 in sich teilenden HeLa-Zellen 
A: Metaphase; B: frühe Anaphase; C: Anaphase; D: Telophase 
und Zytokinese; (blau: DNA-Färbung; rot: Mikrotubuli; grün: 
PLK1) 
aus: (Glover D.M. et. al. 1998) 
 
Daraus kann gefolgert werden, dass PLK1 sowohl zeitlich, als auch räumlich 
unterschiedliche Funktionen besitzt (Golsteyn R.M. et. al. 1994). 
PLK1 ist beispielsweise an den verschiedenen Phasen des Zellzyklus in ganz un-
terschiedlichen Funktionen beteiligt: 
   Mitoseeinstieg: Phosphorylierung von Cyclin B1 und damit Aktivierung 
des MPF 
   Metaphase-Anaphase-Transition und Ausstieg aus der Mitose: Aktivie-
rung des Anaphase-Promoting-Komplex (APC) und damit Degradation 
von Cyclin B1 
   Septumbildung und Zytokinese: Regulation eines Signalwegs, der nötig 
für die Septumbildung ist  
   Zentrosomenseparation und –reifung: Ermöglichung der Rekrutierung 
von  γ-Tubulin, Aktivierung von Asp (= abnormal spindle protein; 220 
kDa) als Mikrotubuli-assoziiertes Protein, das am Minusende der Mikro-
tubuli akkumuliert und so deren Ausbildung ermöglicht (do Carmo A.M. 
et. al. 2001) 
(Donaldson M.M. et. al. 2001). 
 
Diese multiplen Rollen, die PLK1 in den verschiedenen Phasen der Mitose 
spielt, sind in der folgenden Abbildung 6 zusammengefasst. 
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Abbildung 6:  Multiple Rollen der Polo-Like Kinasen in der Mitose 
Die jeweiligen Reaktionen an den verschiedenen Kontroll-
punkten in der Mitose werden genauer beleuchtet und mit 
der Lokalisation von PLK1 (hier im schwarzen Kreis in der Mitte 
der Abbildung, vgl. Abb. 5) in Beziehung gesetzt. 
aus: (Donaldson M.M. et. al. 2001) 
 
Die Aktivität von PLK1 ist also an verschiedenen mitotischen Kontrollpunkten 
beteiligt. Eine der beschriebenen Funktionen ist die Phosphorylierung von 
Cyclin B1 (Qian Y.W. et. al. 2001; Toyoshima-Morimoto F. et. al. 2001; Yuan J. 
et. al. 2002). Außerdem wird Cdc25C phosphoryliert, wodurch dann Cdc2 
dephosphoryliert und aktiviert wird. Somit ist aktives PLK1 für die Aktivierung 
des MPF und damit für das Fortschreiten der Zellen in der Mitose erforderlich.  





  PLK1 
  PLK1 
  PLK1 
  PLK1 
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Abbildung 7:  Die Rolle von PLK1 an der G2/M-Transition 
Gezeigt ist die Funktion von PLK1 bei der Phosphorylierung und 
damit Aktivierung von Cyclin B1 und von Cdc25C. Cdc25C 
de-phosphoryliert und aktiviert anschließend Cdc2, so dass 
beide Wege zur Aktivierung des MPF führen. 
 
Neben diesen beschriebenen Funktionen von PLK1 in normalen Zellen wird die 
Bedeutung von PLK1 im Speziellen auch für die Krebszellen und damit für die 
Krebsentstehung bzw. die unkontrollierte Teilung entarteter Zellen weiterhin 
dadurch unterstrichen, dass PLK1 in Geweben mit hohem mitotischen Index, 
also auch in Tumorzellen bzw. –geweben überexprimiert wird (Clay F.J. et. al. 
1993; Golsteyn R.M. et. al. 1994; Holtrich U. et. al. 1994; Holtrich U. et. al. 2000; 
Yuan J. et. al. 1997) und dass diese Überexpression von PLK1 in den betroffe-
nen Geweben (z.B. nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome, Oro-
Pharynxkarzinome, Ovarial- bzw. Endometriumkarzinome sowie Melanome) zu 
einer schlechten Prognose der jeweiligen Patienten führt (Knecht R. et. al. 
1999; Strebhardt K. et. al. 2000; Tokumitsu Y. et. al. 1999; Wolf G. et. al. 1997). In 
Studien von Smith et al. (Smith M.R. et. al. 1997) konnte gezeigt werden, dass 
die CMV-Promoter-vermittelte Überexpression von PLK1 in NIH-3T3-Zellen dazu 2.4  Theoretische Grundlagen - Antisense-Strategien in der Anwendung  17
führt, dass die Zellen von der G0-Phase in die Mitose getrieben werden, sich 
schneller teilen als untransformierte Zellen und nach Injektion in athymische 
Nacktmäuse Tumoren entstehen. In einer Studie von Smits et al. (Smits V.A. et. 
al. 2000) konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass ein Zellzyklus-Stopp der 
Zellen in der G2-Phase, der durch Adriamycin induziert wurde, durch mutiertes 
PLK1 (T210D oder S137D/T210D) wieder aufgehoben werden kann, da ohne 
funktionierendes PLK1 der G2/M-Kontrollpunkt überschritten werden kann. 
Damit ist PLK1 ein Maß für die Aggressivität eines Tumors, so dass sich die Fra-
ge stellt, ob die Hemmung von PLK1 in Eukaryonten ebenso drastische Folgen 
hat, wie in niederen Organismen (Byers B. et. al. 1974; Kitada K. et. al. 1993; 
Llamazares S. et. al. 1991; Ohkura H. et. al. 1995; Sunkel C.E. et. al. 1988). Zwei 
Beispiele für die schwerwiegenden Störungen in niederen Organismen sind 
die Studien von Llamazares et al. (Llamazares S. et. al. 1991) an Drosophila, in 
denen Mutationen von polo zu starken Anomalien und zum Zelltod führten, 
sowie die Studien von Ohkura et al. (Ohkura H. et. al. 1995), in denen die Inak-
tivierung von Cdc5, dem Homologen von polo in Schizosaccharomyces 
pombe, zu kondensierten Chromosomen und monopolaren Spindeln führte, 
was wiederum das Ende der Mitose bedeutete.  
Auf diesen Funktionen bzw. der weitreichenden Bedeutung von PLK1 beruhen 
Strategien, wie die im Folgenden beschriebene Antisense-Oligonukleotid-
Strategie bzw. die RNA-Interferenz, womit die Bildung von PLK1-Protein auf der 
Ebene der mRNA verhindert werden soll. Ziel dabei ist, dass das in geringerem 
Umfang vorhandene Protein zu verminderter oder gar keiner weiteren Zelltei-
lung führt und dass diese Wirkung gezielt in Krebszellen, die PLK1 überexprimie-
ren, auftritt. 
 
2.4 Antisense-Strategien in der Anwendung 
Die Antisense-Technologie ist eine Strategie, mit der die Expression krankheits-
relevanter Gene sehr selektiv und spezifisch gehemmt werden kann. Das Ge-
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dern der Eingriff erfolgt auf der Ebene der Translation von der mRNA zum Pro-
tein. Das zugrundeliegende Prinzip ist das folgende:  
Es werden kurze, meist ca. 20 Basen lange Antisense-Oligonukleotide (ASOs), 
bei denen es sich um DNA-Einzelstränge handelt, die komplementär zur 
mRNA des zu hemmenden Gens sind, in die Zellen eingebracht. Wenn das 
ASO durch Hybridisierung an die komplementäre mRNA bindet, entsteht eine 
illegitime Heteroduplex, ein mRNA/DNA-Hybrid. Dieses wird von der Zelle als 
unphysiologisch erkannt, so dass die zelleigene RNase H induziert wird, die ih-
rerseits die mRNA an der Stelle der Heteroduplex schneidet und sie damit ab-
baut (Dirksen M.L. et. al. 1981; Kita K. et. al. 1999; McKay R.A. et. al. 1999). Da-
durch wird die Translation zum Protein verhindert und damit auch die sich 
normalerweise anschließende Signalkaskade (Abb. 8).  
 
Abbildung 8:  Das Wirkprinzip der Antisense-Oligonukleotide 
Dargestellt ist die Reaktion der Antisense-Oligonukleotide (rot) 
nach der Transkription mit der komplementären mRNA (grün) 
und die Bildung der so entstehenden DNA/mRNA-Hybride. 
Diese werden von dem Enzym RNase H abgebaut, und so wird 
die Translation verhindert. 
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Bei den meisten momentan eingesetzten ASOs handelt es sich um Phospho-
rothioat-Antisense-Oligonukleotide (ASOs der sogenannten „ersten Generati-
on“). Bei diesen ist der Sauerstoff in der Phosphorsäuregruppe durch ein 
Schwefelatom ersetzt. Dadurch haben sie eine größere Stabilität gegenüber 
































Abbildung 9:  Phosphorothioat-Antisense-Oligonukleotid 
Hier ist gezeigt, dass im Phosphorothioat-Antisense-
Oligonukleotid jeweils ein Sauerstoffatom in der Phosphorsäu-
regruppe durch ein Schwefelatom [roter Pfeil] ersetzt ist, um 
die Stabilität zu erhöhen. 
aus: (Agrawal S. et. al. 2000)  
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Die folgende Tabelle 1 gibt einen kurzen Überblick über die Antisense-Ansätze 
mit verschiedenen Targets, die sich damit bereits in verschiedenen Phasen 




Erkrankung  Applikation  Status 
bcl-2  Prostata, Lymphome  systemisch, s.c.  Phase I/IIa 
Bcr-abl  Leukämie systemisch,  i.v.  Pilot 
c-myb  Leukämie  systemisch, i.v.  Phase I 
c-raf  Prostata, Mamma, Ovar, 
Pankreas, Colon, Lunge 
systemisch, i.v.  Phase II 
Ha-ras  solide Tumoren  systemisch, i.v.  Phase I 
ICAM-I  Morbus Crohn, Colitis ul-
cerosa, rheumatoide Ar-
thritis, Psoriasis 
systemisch, i.v.  Phase II 
p53  Leukämie und Vorläufer  systemisch, i.v.  Phase I 
PKA-RIα  solide Tumoren  systemisch, i.v.  Phase II 
PKC-α  Ovar, Prostata, Brust, Ge-
hirn, Lunge, Colon, Mela-
nom 
systemisch, i.v.  Phase II 
CMV  CMV-induzierte Retinitis  systemisch, i.v.  Phase II 
 
Tabelle 1:  Verschiedene klinische Studien mit Antisense-Oligonukleotiden 
Es sind die verschiedenen molekularen und krankheitsbezogenen 
Targets dargestellt, außerdem der Applikationsweg und der Sta-
tus der klinischen Prüfung der verschiedenen Studien. 
nach: (Agrawal S. et. al. 2000) 
 
Wie bei Antisense-basierten Untersuchungen der Abbau der mRNA nach 
DNA/mRNA-Hybrid-Bildung das Ziel ist, ist auch bei der RNA-Interferenz, die im 
folgenden Kapitel 2.5 genau beleuchtet wird und ebenfalls im Rahmen der 2.5  Theoretische Grundlagen - RNA-Interferenz (RNAi)  21
vorliegenden Arbeit zum Einsatz kam, das Ziel, die jeweilige Ziel-mRNA abzu-
bauen. 
 
2.5 RNA-Interferenz (RNAi) 
2.5.1 Allgemeine Grundlagen 
Die als RNA-Interferenz (RNAi) oder post-transkriptionelles Gen-Silencing (PTGS) 
bezeichnete biologische Antwort auf doppelsträngige RNA (dsRNA) ist weit-
verbreitet von Einzellern wie Neurospora, Pflanzen, Drosophila melanogaster 
über Caenorhabditis elegans (C. elegans) bis hin zum Säugetier. RNAi vermit-
telt die Resistenz gegenüber sowohl Transposons als auch exogenen patho-
genen Nukleinsäuren (Replikationsintermediate bei viraler Vermehrung) und 
bewirkt so die Regulation der Expression von Protein-kodierenden Genen. 
  
Die erstmalige Beschreibung des Phänomens RNA-Interferenz erfolgte im Jah-
re 1998 in Studien an C. elegans (Fire A. et. al. 1998).  Hier konnte nachgewie-
sen werden, dass dsRNA auf sequenzspezifische Weise zum Gen-Silencing 
führt. In dieser Studie konnten Fire et al. darüber hinaus zeigen, dass eine 
dsRNA-Mischung mehr als zehnmal wirkungsvoller war als Sense- oder Anti-
sense-RNAs. Außerdem wurde die anfängliche Wirksamkeit von Sense- oder 
Antisense-RNA (Guo S. et. al. 1995)  im Nachhinein dann ebenfalls auf das 
Vorhandensein geringer Mengen von dsRNA in den jeweiligen RNA-
Präparationen zurückgeführt (Fire A. et. al. 1998; Zamore P.D. 2002).  
Gen-Silencing durch RNAi hat einige bemerkenswerte Vorteile: RNAi konnte 
durch Injektion von dsRNA in C. elegans oder durch Füttern mit dsRNA direkt 
oder mit Bakterien, die dsRNA exprimieren, erzielt werden (Timmons L. et. al. 
1998; Timmons L. et. al. 2001). Außerdem ist es in C. elegans möglich, RNAi 
auszulösen, indem die Tiere in einer Lösung gebadet werden, die dsRNA ent-
hält (Plasterk R.H. et. al. 2000; Tabara H. et. al. 1998; Tabara H. et. al. 1999). Bei 
allen diesen Verfahren reichen einige wenige Moleküle dsRNA aus, um in C. 
elegans selbst (systemisches Silencing) sowie in der F1-Generation RNAi auszu-
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Was allerdings immer noch ungeklärt ist, ist die Frage, welche molekularen 
Mechanismen dem RNA-Silencing zugrunde liegen. Es wird vermutet, dass 
endogene auf RNA gerichtete RNA-Polymerasen (RdRP = RNA-directed RNA 
polymerases) illegitime Transkripte, also doppelsträngige RNA, erkennen und 
diese in dsRNA umwandeln (Dalmay T. et. al. 2000). Und tatsächlich sind Ho-
mologe dieser Enzyme in C. elegans, Pilzen und Pflanzen essentiell für das 
RNA-Silencing. Trotzdem konnte bislang lediglich in Tomaten die Polymerase-
Aktivität in RdRPs nachgewiesen werden (Schiebel W. et. al. 1998), so dass 
weitere Studien erforderlich sind, um die wirkliche Rolle von RdRP bei der RNAi 
zu untersuchen. 
  
Genetische und biochemische Untersuchungen haben ergeben, dass RNAi, 
Ko-Suppression und Virus-induziertes Gen-Silencing gemeinsame biochemi-
sche Grundlagen besitzen und dass die erforderlichen biologischen Signal-
wege, über die das dsRNA-induzierte Gen-Silencing erfolgt bzw. erfolgen 
kann, in vielen, vielleicht sogar in allen eukaryontischen Organismen existie-
ren. 
 
2.5.2  Der RNA-induced silencing complex (RISC) – Mechanismen des Post-
Transkriptionellen Gen-Silencings (PTGS) 
Die aktuellen Modelle der dsRNA-induzierten Gen-Silencing-Mechanismen 
beruhen auf genetischen Studien an C. elegans und Pflanzen sowie auf bio-
chemischen Studien an Drosophila-Extrakten. In den Drosophila-Studien konn-
ten Kennerdell und Carthew (Kennerdell J.R. et. al. 1998) zeigen, dass die In-
jektion von dsRNA in Drosophila-Embryonen sequenzspezifisches Gen-
Silencing auf post-transkriptioneller Ebene induziert. In weiteren Untersuchun-
gen konnte die Korrelation zwischen dsRNA-Injektion in zellfreie Drosophila-
Extrakte und Destabilisierung der mRNA gezeigt werden, was zu der Annahme 
führte, dass dsRNA einen Komplex aktiviert, der die homologe RNA angreift 
und degradiert (Tuschl T. et. al. 1999). Diese Effektornuklease, mittlerweile be-
kannt als RISC (RNA-induced silencing complex, vgl. Kapitel 2.5.4), konnte aus 2.5  Theoretische Grundlagen - RNA-Interferenz (RNAi)  23
Drosophila S2-Zellen isoliert werden, in denen RNAi durch dsRNA-Behandlung 
in vivo ausgelöst wurde (Hammond S.M. et. al. 2000). Anfänglich wurden wei-
tere Hinweise auf einen vergleichbaren Mechanismus in anderen Spezies ge-
sucht. So konnte in Pflanzen, die ein unterdrücktes Transgen enthielten, eine 
~25-Nukleotid-lange RNA gefunden werden (Hamilton A.J. et. al. 1999), die in 
gleicher Art auch durch Virus-induziertes Gen-Silencing induziert wurde. Au-
ßerdem wurde diese ~25-Nukleotid-lange RNA in Drosophila-Embryonen ent-
deckt (Zamore P.D. et. al. 2000). Die anschließende teilweise Aufreinigung des 
RISC zeigte, dass diese kleinen RNAs mit der Nukleaseaktivität ko-fraktionierten 
(Hammond S.M. et. al. 2000). Dadurch war die Verbindung zwischen transge-
ner Ko-Suppression in Pflanzen und RNAi in Tieren hergestellt. Gleichzeitig ent-
stand das momentan gültige Modell für die RNAi und die verwandten Silen-
cing-Phänomene. Dieses Modell besagt, dass die Initiation des Silencings da-
durch gestartet wird, dass eine Maschinerie die dsRNA erkennt und sodann in 
~21–25-Nukleotid-lange RNAs schneidet. Diese Maschinerie ist der sogenannte 
Dicer (vgl. Kapitel 2.5.4). Die hierbei entstehenden RNAs sind die siRNAs (small 
interfering RNAs), die charakteristisch für diesen Silencing-Pathway sind und 
den Komplex im Anschluss zu den homologen mRNA-Substraten führen. 
 
2.5.3 Die Struktur der „small interfering“ RNAs (siRNAs) 
Verschiedene Studien haben sich damit befasst, die unterschiedliche Silen-
cing-Effizienz verschiedener siRNA-Strukturen zu untersuchen.  
Elbashir et al. (Elbashir S.M. et. al. 2001c) stellten an Drosophila melanogaster 
fest, dass das 5´-Ende der siRNA dafür entscheidend ist, dass die siRNA bzw. 
der RISC (vgl. Kapitel 2.5.4) die Ziel-mRNA erkennt. Nykanen et al. (Nykanen A. 
et. al. 2001) konnten im Zusammenhang mit dieser Feststellung ebenfalls an 
Drosophila beobachten, dass die Phosphorylierung am 5´-Ende für die RNAi 
erforderlich ist. Der Antisense-RNA-Strang ist hierbei der Entscheidende, und 
weniger der Sense-Strang (Grishok A. et. al. 2000; Parrish S. et. al. 2000). Diese 
Beobachtungen an Drosophila und C. elegans konnten von Schwarz at al. 
(Schwarz D.S. et. al. 2002) auf humane Zellen (HeLa-Zellen) übertragen wer-2.5  Theoretische Grundlagen - RNA-Interferenz (RNAi)  24
den, d.h. auch für humane HeLa-Zellen war die Phosphorylierung des 5´-Endes 
der siRNA durch eine zelleigene Kinase erforderlich, bevor diese zur Vermitt-
lung der RNAi in der Zelle fähig war.  
Weiterhin konnten Chiu et al. (Chiu Y.L. et. al. 2002) demonstrieren, dass 5´-
Modifikationen am Sense-Strang keinen Einfluss auf die RNAi-Effekte hatten, 
wenn aber der Antisense-Strang am 5´-Ende modifiziert wurde, ging der RNAi-
Effekt vollständig verloren. Der Antisense-Strang alleine hatte aber keinerlei 
Silencing-Effekt in den untersuchten HeLa-Zellen. In der gleichen Studie wurde 
noch der Einfluss von Modifikationen am 3´-Ende untersucht, aber hierbei 
zeigte sich kein wesentlicher Unterschied zwischen unmodifizierter und modifi-
zierter siRNA sowie zwischen Sense- und Antisense-Strang. In Studien von Mar-
tinez et al. (Martinez J. et. al. 2002) konnte hingegen zum gleichen Zeitpunkt 
gezeigt werden, dass auch der Antisense-RNA-Strang alleine von RISC (vgl. 
Kapitel 2.5.4) inkorporiert wurde und einen Silencing-Effekt ausübte. Dieser Ef-
fekt war allerdings erst in wesentlich höheren Konzentrationen zu beobachten 
als der durch doppelsträngige siRNA hervorgerufene (100 nM einzelsträngige 
siRNA versus 1 nM doppelsträngige siRNA). In den Studien von Amarzguioui et 
al. (Amarzguioui M. et. al. 2003) zeigte der Antisense-Strang alleine auch nur in 
höherer Konzentration (200 nM versus 100 nM) die gleiche Wirksamkeit wie die 
doppelsträngige siRNA. In einer früheren Studie konnten Elbashir et al. (Elbashir 
S.M. et. al. 2001b) allerdings keinen Effekt durch den Antisense-Strang alleine 
in Konzentrationen von 10 – 100 nM feststellen. 
Darüber hinaus stellten Elbashir et al. (Elbashir S.M. et. al. 2001c) fest, dass 21-
Nukleotid-lange siRNAs mit einem 3´-Überhang von 2 Nukleotiden die effek-
tivste Wirkung auf die mRNA-Degradation hatten.  
 
2.5.4 Der zweistufige RNA-Interferenz-Mechanismus – DICER und RISC 
Aus den in Kapitel 2.5.1 und 2.5.2 beschriebenen Beobachtungen konnte ge-
folgert werden, dass den Homologie-abhängigen Gen-Silencing-Antworten 
ein konservierter biochemischer Mechanismus zugrunde liegt. Dieser allerdings 
ist dennoch in der Lage, seine Ausprägung an die verschiedenen Erfordernis-2.5  Theoretische Grundlagen - RNA-Interferenz (RNAi)  25
se der einzelnen Spezies anzupassen, beispielsweise ist das Silencing in C. ele-
gans vererbbar und systemisch, in Drosophila und Mammalia hingegen ist es 
anscheinend zell-autonom und nicht vererbbar. 
Wie schon in Kapitel 2.5.2 angesprochen, wird die dsRNA im ersten Schritt (Ini-
tiationsschritt) geschnitten, um siRNAs zu erzeugen. Auch hier konnten die ers-
ten Hinweise in Drosophila erbracht werden, und zwar wurde in Drosophila-
Embryo-Extrakten die emzymatische Aktivität nachgewiesen, lange dsRNAs in 
~22-Nukleotid-lange RNAs zu schneiden (Zamore P.D. et. al. 2000). Die auf die-
sem Weg entstandenen siRNAs waren doppelsträngig und enthielten 5´-
phosphorylierte Enden (Elbashir S.M. et. al. 2001c; Zamore P.D. et. al. 2000). 
Außerdem konnten die verantwortlichen Enzyme gefunden werden, die für 
das spezifische Schneiden der dsRNA sorgen, und zwar handelt es sich um 
RNase III-Enzyme, die zur Familie der RNase III Ribonuklease-Familie gehören. 
Alle diese RNase III-Enzyme besitzen eine RNA-Bindungs-Domäne und können 
entsprechend ihrer weiteren Struktur in drei Gruppen unterteilt werden: Bakte-
rielle RNase III-Enzyme enthalten eine einzelne katalytische Domäne, Drosha-
Familie-Nukleasen (Filippov V. et. al. 2000) enthalten zwei katalytische Domä-
nen, und eine dritte Klasse enthält ebenfalls zwei katalytische Domänen, dar-
über hinaus aber noch Helikase- und PAZ (=Piwi-Argonaut-Zwille)-Motive 
(Bernstein E. et. al. 2001). Von Bernstein et al. (Bernstein E. et. al. 2001) konnte 
dann auch diese dritte Klasse identifiziert werden als die für die RNAi verant-
wortliche Klasse, und ab diesem Zeitpunkt wird diese von Drosophila über In-
sekten, Pilze, Neurospora und C. elegans bis hin zum Säugetier hochkonser-
vierte Familie Dicer-Enzyme genannt (Bernstein E. et. al. 2001; Grishok A. et. al. 
2001; Ketting R.F. et. al. 2001; Knight S.W. et. al. 2001). Erst vor kurzem wurde 
anhand der Struktur der katalytischen Domäne von RNase III klar, dass die 
~22-Nukleotid-langen RNAs durch Dicer gebildet werden (Blaszczyk J. et. al. 
2001). Außerdem gelang es Provost et al. (Provost P. et. al. 2002), das 218 kDa 
große Dicer-Enzym zu klonieren, exprimieren, sowie seine Ribonuklease-
Aktivität und dsRNA-Bindungseigenschaften zu charakterisieren. Das rekombi-
nante Enzym zerlegte dsRNAs in ~21 – 23-Nukleotid-lange siRNAs. 2.5  Theoretische Grundlagen - RNA-Interferenz (RNAi)  26
Die strukturellen Untersuchungen bzw. Entdeckungen sind zusammenfassend 








Abbildung 10:  Struktur der Domänen von Dicer 
PAZ = Piwi-Argonaut-Zwille-Domäne, dsRBD = doppelsträngige 
RNA-Bindungsdomäne, RIIIa und RIIIb = katalytische Domänen 
der RNase III, ATP = Adenosintriphosphat 
nach: (Provost P. et. al. 2002) 
 
Ebenfalls im Drosophila-System konnte gezeigt werden, dass die RNAi im zwei-
ten Schritt (Effektorschritt) durch RISC, einen Protein-RNA-Effektornuklease-
Komplex, wirksam wird, indem dieser die Ziel-mRNAs erkennt und zerstört. Die 
erste identifizierte Untereinheit dieses Komplexes war die siRNA, die wohl über 
Watson-Crick-Basenpaarung die Substrate identifiziert (Hammond S.M. et. al. 
2000). Über die Struktur von RISC sind sich die verschiedenen Arbeitsgruppen 
allerdings noch nicht einig, klar ist nur, dass RISC die siRNAs inkorporiert, even-
tuell noch in einem ATP-abhängigen Prozess entwindet und dann für die Zer-
störung der zur siRNA homologen mRNA sorgt. RISC wird in Drosophila-
Embryonen als Vorläufer von ~250K gebildet, der dann durch Zugabe von ATP 
aktiviert und in einen ~100K Komplex überführt wird, der seinerseits die Ziel-
mRNA an der Stelle, die homolog zur siRNA ist, schneidet (Nykanen A. et. al. 
2001). Die Struktur der siRNA (3´-Überhang und 5´-Phosphorylierung) (Elbashir 
S.M. et. al. 2001c; Zamore P.D. et. al. 2000) ist erforderlich für ihre Inkorporation 
in den RISC-Komplex (Elbashir S.M. et. al. 2001c; Nykanen A. et. al. 2001). In 
anderen Arbeitsgruppen konnte der RISC-Vorläufer aus Drosophila-S2-Zellen 
als ~500K Ribonukleoprotein mit leicht unterschiedlichen Eigenschaften identi-
fiziert werden (Hammond S.M. et. al. 2000; Hammond S.M. et. al. 2001a). In 
Helikase 
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den Drosophila-Embryonen wird der RISC-Vorläufer durch eine Endonuklea-
seaktivität prozessiert, in  Drosophila-S2-Zellen scheint es eine Exonukleaseakti-
vität zu sein, denn hierbei sind keine Intermediärprodukte nachweisbar. Den-
noch wird wohl auch der Komplex aus Drosophila-S2-Zellen durch ATP akti-
viert. In neueren Studien wurde sogar konstatiert, dass von RISC nur ein-
zelsträngige siRNAs inkorporiert werden (Martinez J. et. al. 2002), da auch die-
se alleine einen Gen-Silencing-Effekt ausübten. 
RISC aus Drosophila-S2-Zellen wurde mit AGO2, einem Mitglied der Argonaut-
Genfamilie aufgereinigt (Hammond S.M. et. al. 2001a). Die korrespondieren-
den Proteine wurden erstmals in Arabidopsis-Mutanten nachgewiesen, die 
eine veränderte Blattmorphologie aufwiesen (Bohmert K. et. al. 1998). Es han-
delt sich auch hier um eine große, hochkonservierte Genfamilie, deren Vertre-
ter in fast allen eukaryontischen Genomen mit Ausnahme von Saccharomy-
ces cerevisiae (Hammond S.M. et. al. 2001b) vorkommen. Charakteristisch für 
diese Genfamilie sind zwei Domänen, die PAZ-Domäne und die Piwi-Domäne. 
Die Piwi-Domäne ist einzigartig in dieser Proteinklasse, die PAZ-Domäne 
kommt außerdem in Dicer-Proteinen vor und scheint daher wichtig für die 
Rekrutierung von Silencing-Komplexen zu sein (Bernstein E. et. al. 2001). Weite-
re Mitglieder der Argonaut-Familie, RDE-1 und RDE-4, konnten von Grishok et 
al. (Grishok A. et. al. 2000) entdeckt werden, die für die Initiierung von RNAi in 
C. elegans nötig sind, allerdings nicht in der F1-Generation. Mut-7 (Ketting R.F. 
et. al. 1999) und RDE-2 hingegen sind in der F1-Generation nötig, nicht aber in 
der Elterngeneration von C. elegans.  Für RDE-1 und RDE-4 konnte die Interak-
tion mit Dicer in C. elegans nachgewiesen werden, und RDE-4 interagiert mit 
dsRNA (Tabara H. et. al. 2002), was unter Umständen dafür spricht, dass RDE-4 
die dsRNA erkennt und zu Dicer transportiert. Hinweise dafür stammen aus Un-
tersuchungen, in denen RDE-4-defiziente Würmer verminderte siRNA-Spiegel 
aufwiesen, fehlte ihnen RDE-1, waren die siRNA-Spiegel hingegen unverändert 
(Parrish S. et. al. 2001). Möglicherweise sind demzufolge Argonaut-Proteine, 
wie z.B. RDE-1, daran beteiligt, die siRNAs zu den passenden Effektorkomple-
xen (RISC) zu transportieren. In Übereinstimmung damit konnten in Drosophila 2.5  Theoretische Grundlagen - RNA-Interferenz (RNAi)  28
S2-Zell-Extrakten Interaktionen zwischen Dicer und Argonaut-Proteinen nach-
gewiesen werden (Hammond S.M. et. al. 2001a). 
Dieses Modell liefert Hinweise für die Existenz von Signal-Amplifikation und sys-
temischem Silencing (vgl. Kapitel 2.5.5). 
Zur stark vereinfachten und gekürzten Zusammenfassung des in den Kapiteln 



















Abbildung 11:  Dicer und RISC – der RNAi-Mechanismus 
Dargestellt sind die verschiedenen Stufen der RNAi, in denen 
DICER und RISC tätig sind und die siRNA zu ihrer homologen 
mRNA transportieren. Diese wird letztlich durch Exonukleasen 
degradiert, oder es werden sekundäre siRNAs durch DICER 
gebildet, die ihrerseits aktive siRNA-Komplexe bilden können. 
aus: (Plasterk R.H. 2002) 
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2.5.5    Verstärkung des Gen-Silencing-Signals und Verbreitung der RNA-
Interferenz 
Ein sehr interessanter Aspekt der RNAi ist die Fähigkeit, sich in C. elegans über 
den gesamten Organismus auszubreiten (Fire A. et. al. 1998). Ähnliche syste-
mische Phänomene konnten in Pflanzen beobachtet werden (Palauqui J.C. 
et. al. 1997). Dieser Mechanismus erfordert die Möglichkeit, einerseits Signale 
von Zelle zu Zelle weiterzugeben und andererseits die Signale zu amplifizieren, 
da in o.g. Studien ein einmaliger Reiz mit dsRNA ausgereicht hatte, um die 
systemische Antwort zu induzieren.  
Ein weiterer Aspekt der Verbreitung der RNAi ist die sogenannte „transitive 
RNAi“. Hierbei bewegt sich ein Silencing-Signal über ein bestimmtes Gen und 
wird auf diese Art verbreitet. In C. elegans konnte gezeigt werden, dass sich 
die transitive RNAi von 3´ nach 5´ fortsetzt, nicht aber von 5´- in 3´-Richtung 
(Sijen T. et. al. 2001). Dabei wurden siRNAs zu Sequenzen gefunden, die in 5´-
Richtung der eingesetzten siRNA auf der Ziel-mRNA lokalisiert waren, in 3´-
Richtung dagegen konnten keine homologen siRNAs gefunden werden. In 
Pflanzen hingegen ist die Bewegung sowohl in 3´-5´-Richtung, als auch in 5´-
3´-Richtung möglich (Vaistij F.E. et. al. 2002).  
 
Diese Studien legen den Grundstein für die Annahme, dass bei transitiver RNAi 
siRNAs die Synthese von zusätzlichen dsRNAs durch RdRPs initiieren. Und ob-
wohl noch keine transitive RNAi in Drosophila nachgewiesen werden konnte 
und auch angenommen wird, dass in Drosophila RdRP nicht für die RNAi er-
forderlich ist, konnte RdRP-Aktivität nachgewiesen werden (Lipardi C. et. al. 
2001). In der gleichen Studie konnte gezeigt werden, dass der Antisense-
Strang der siRNAs als Primer für RdRP dienen kann und damit an der mRNA die 
Synthese weiterer dsRNAs initiieren kann.  
Noch komplexer wird die Situation dadurch, dass in C. elegans RDE-1 und 
RDE-4 nur für die Initiation der RNAi in adulten Tieren erforderlich sind. Unter 
Umständen werden exogen zugeführte dsRNAs in einer anderen Weise er-
kannt als die in der Zelle von RdRPs produzierten dsRNAs. Die Aufgabe von 
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anderen Protein übernommen werden, oder Dicer liegt gleich in einem stabi-
len Komplex mit RdRP vor, so dass ein interner dsRNA-Transport überflüssig 
würde. In Pflanzen müssen zwei Wege der Verbreitung vermutet werden, und 
zwar einerseits kurze Wege über Zell-Zell-Kontakte und andererseits längere 
Wege über das Pflanzen-Gefäßsystem (Voinnet O. et. al. 1998).  
 
Winston et al. (Winston W.M. et. al. 2002) konnten kürzlich in C. elegans ein 
weiteres Protein identifizieren, das für das systemische Gen-Silencing nötig ist. 
Sid-1 kodiert für ein Transmembranprotein, das möglicherweise einen Kanal 
darstellt, durch den das Silencing-Signal importiert werden kann. Neuronale 
Zellen exprimieren kein SID-1, was eine Erklärung für die Resistenz von Neuro-
nen in C. elegans gegenüber RNAi sein könnte. SID-1-Homologe existieren 
nicht in Drosophila, wo auch kein systemisches Gen-Silencing stattfindet, sie 
wurden aber schon in Mammalia nachgewiesen, was die Möglichkeit offen 
lässt, dass zumindest Teile der RNAi auch in Mammalia von Zelle zu Zelle wei-
tergegeben werden können bzw. eine Amplifikation des Silencing-Signals 
stattfinden kann.  
 
Auch wenn diese Modelle verschiedene Mechanismen vorschlagen, wie die 
Amplifikation des Silencing-Signals stattfinden könnte, so ist doch der genaue 
Charakter des Signals, das das systemische Silencing in Pflanzen und Tieren 
vermittelt, bislang unbekannt. 
 
2.5.6 Weitere Funktionen des RNAi-Mechanismus 
Obwohl die Kombination von Genetik und Biochemie viel zum Verständnis der 
RNAi beigetragen hat, bleiben zum momentanen Zeitpunkt noch viele Fragen 
unbeantwortet. So wird z.B. in Drosophila-Embryoextrakten der RISC-Vorläufer 
durch das Entwinden der siRNA in einem ATP-abhängigen Prozess aktiviert, 
wobei auf der Suche nach dem RISC-Aktivator verschiedene Helikasen identi-
fiziert wurden, die ihn darstellen könnten (z.B. QDE-3, MUT-6, MUT-14) (Cogoni 
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ist die Identität der RISC-assoziierten Nuklease, die die Ziel-mRNA schneidet, 
noch ungeklärt. In den eben angesprochenen Studien an Drosophila-
Embryoextrakten (vgl. Kapitel 2.5.4) konnte eine Endonuklease identifiziert 
werden, die das siRNA-mRNA-Hybrid nahe der Mitte der Duplex schneidet, 
während  in vivo-gebildeter RISC zusätzlich Exonukleaseaktivität zu besitzen 
scheint. Darüber hinaus besitzt MUT-1, das essentiell für RNAi in C. elegans ist, 
Homologie zu dieser Nuklease, wurde aber noch nicht im RISC von Drosophila 
gefunden (Ketting R.F. et. al. 1999). Die Effizienz von RNAi lässt einen aktiven 
Mechanismus vermuten, über den das Transkriptom nach homologen Substra-
ten abgesucht wird, und tatsächlich konnte in Drosophila gezeigt werden, 
dass RISC mit Ribosomen assoziiert ist (Hammond S.M. et. al. 2000).  
Diese Zusammenhänge zwischen der RNAi-Maschinerie und dem zelleigenen 
RNA-Metabolismus müssen noch weiter analysiert werden, um diese Fragen zu 
beantworten. Beispielsweise lassen genetische Untersuchungen eine Verbin-
dung zwischen RNAi und der Zerstörung von falsch prozessierter mRNA oder 
aber generell zur Regulation der mRNA-Stabilität vermuten (Domeier M.E. et. 
al. 2000). 
 
2.5.7 RNA-Interferenz auf genomischer Ebene 
Der erste Zusammenhang zwischen RNAi und dem Genom konnte in Pflanzen 
hergestellt werden, denn dsRNA induziert hier die Methylierung an sequenz-
homologen Abschnitten (Wassenegger M. et. al. 1994). Sofern die Methylie-
rung in kodierenden Sequenzen auftritt, hat sie keinen Effekt auf die Transkrip-
tion, obwohl das Gen-Silencing auf post-transkriptioneller Ebene stattfindet. 
Methylierung der Promoter-Sequenz hingegen führt zu TGS (= transkriptionelles 
Gen-Silencing), was im Gegensatz zu PTGS stabil und vererbbar ist (Jones L. et. 
al. 2001). Daraus kann gefolgert werden, dass dsRNAs durchaus Veränderun-
gen auf genomischer Ebene induzieren können, inwieweit diese Veränderun-
gen aber relevant für das PTGS sind, bleibt noch ungeklärt. 
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Neuere Studien versuchen die Vorstellung einer engen Verknüpfung von 
RNAi-Maschinerie und dem Genom zu generalisieren und mechanistische Pa-
rallelen zwischen TGS und PTGS zu ziehen. Beispielsweise kann in C. elegans 
auf Transkriptionsebene hervorgerufenes Gen-Silencing durch Mutationen in 
mut-7 bzw. rde-2 wieder aufgehoben werden (Tabara H. et. al. 1999). Dies 
geschieht durch einen Polycomb-Mechanismus, wobei Polycomb-Group-
Proteine Chromatin in „offenen“ oder „geschlossenen“ Konformationen or-
ganisieren und dadurch stabile und vererbbare Muster der Genexpression 
hervorrufen. Auch Dudley et al. (Dudley N.R. et. al. 2002) zeigten unter be-
stimmten experimentellen Bedingungen die Notwendigkeit der Polycomb-
Group-Proteine MES-3, MES-4 und MES-6 für die RNAi. Auch in Drosophila und 
in Pflanzen sind Zusammenhänge zwischen Chromatinstruktur und dsRNA-
induziertem Gen-Silencing nachweisbar. Zum Beispiel führen Mutationen in 
piwi, dem Pendant zum RISC-Bestandteil Argonaut-2, zu Beeinträchtigungen 
der Ko-Suppression verstreuter Gene in Drosophila sowohl auf post-
transkriptioneller wie auch auf transkriptioneller Ebene (Pal-Bhadra M. et. al. 
2002).  
Demzufolge ist bislang auf der Ebene der Interaktion mit dem Genom sehr 
wenig bezüglich der Antwort auf dsRNA geklärt, wobei möglicherweise die 
Erkennung der genomischen DNA ebenfalls durch Derivate der Silencing-
Maschinerie, z.B. durch siRNAs, erfolgt.  
 
2.5.8 Bedeutung der RNA-Interferenz für biologische Systeme 
Gen-Silencing durch RNAi ist höchst spezifisch, da die Identifikation der Ziel-
mRNA über Watson-Crick-Basenpaarung erfolgt. Dieser regulatorische Me-
chanismus kann für verschiedene zelluläre Funktionen angenommen und an-
gepasst werden. Pflanzen setzen RNAi beispielsweise als Resistenz gegen Pa-
thogene ein. Daher bilden viele Pflanzenviren Suppressoren gegen PTGS aus, 
die essentiell für die Pathogenese sind. In C. elegans fungiert RNAi als Abwehr 
endogener parasitärer Nukleinsäuren, wie z.B. Transposons. RNAi-defiziente 
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gener Transposons (Ketting R.F. et. al. 1999; Tabara H. et. al. 1999). Es handelt 
sich bei Transposons um bestimmte Sequenzen im Genom, die beweglich sind 
– sie können sich selbst an andere Orte innerhalb des Genoms transportieren. 
Ihr Kennzeichen ist, dass sie nicht als unabhängige Form existieren (wie z.B. 
Phagen- oder Plasmid-DNA), sondern direkt von einer Stelle im Genom zu ei-
ner anderen wandern. Manchmal verursachen Transposons auch die Umord-
nung anderer genomischer Sequenzen (Lewin B. 2002). Transposons kommen 
in einer Zelle meist in vielen Kopien vor (zehn bis zehntausende) und Transpo-
son-dsRNA kann produziert werden, wenn ein Transposon in der Nähe eines 
endogenen Promoters in Antisense-Richtung eingebaut wird. Aufgrund dieser 
Variabilität könnten sie die Hauptursache für Mutationen des Genoms darstel-
len. In vielen Systemen werden Transposons durch die Verpackung in Hete-
rochromatin ausgeschaltet (Martienssen R.A. et. al. 2001).  
 
Dies spricht dafür, dass durch RNAi das Genom stabilisiert wird, indem repetiti-
ve Sequenzen wie Transposons abgefangen werden und damit die Transposi-
tion verhindert wird. Auf diese Art würden repetitive Elemente für die Rekom-
bination, die zur Translokation von Chromosomen führen würde, unzugäng-
lich. Da es aber jedem Transgen möglich ist, die Suppression seiner homolo-
gen Gene zu induzieren, könnte auch nur das durch das Transposon gebilde-
te Transgen für das Gen-Silencing sorgen.  
Daher muss untersucht werden, ob RNAi die Transposons auf genomischer 
Ebene reguliert bzw. ob das Transposon wirklich durch RNAi supprimiert wird – 
auch in Abwesenheit der exprimierten Transgene – oder durch post-
transkriptionelles Ausschalten der für die Transposition nötigen mRNAs. 
 
Es existieren verschiedene Hinweise auf eine Beteiligung von RNAi an der 
Regulation endogener Gene, was ursprünglich in Pflanzen und Tieren 
vermutet wurde, die mutierte RNAi-Komponenten besaßen. In Arabidopsis 
zum Beispiel führten Mutationen im Argonaut-1-Gen zu verschiedenen 
Abnormalitäten in der Entwicklung (Bohmert K. et. al. 1998). In Drosophila 
führten Mutationen bei Mitgliedern der Argonaut-Familie, speziell bei 
Argonaut-1, zu gestörter neuronaler Entwicklung (Kataoka Y. et. al. 2001). Piwi-2.5  Theoretische Grundlagen - RNA-Interferenz (RNAi)  34
naler Entwicklung (Kataoka Y. et. al. 2001). Piwi-Mutanten besaßen hingegen 
Defekte in der Keimbahn-Stammzell-Proliferation bzw. –Erhaltung (Cox D.N. et. 
al. 1998).  
Daraus sollte jedoch nicht gefolgert werden, dass über PTGS die endogene 
Genexpression an sich reguliert wird. Vielmehr agieren die Komponenten der 
RNAi-Maschinerie und ihre verwandten Genprodukte durchaus auf verwand-
te, aber dennoch getrennte Art und Weise. 
 
Aus Studien an C. elegans, in denen das Dicer-Gen DCR-1 mutiert wurde, 
konnte ein Modell entwickelt werden, nach dem die Regulation der endoge-
nen Gene durch RNAi erfolgen könnte. Im Gegensatz zu anderen RNAi-
defizienten Tieren induzierte die Mutation im DCR-1-Gen zusätzlich zur Beein-
trächtigung der RNAi-Maschinerie eine Vielzahl von Veränderungen des Phä-
notyps (Grishok A. et. al. 2001; Hutvagner G. et. al. 2001; Ketting R.F. et. al. 
2001; Knight S.W. et. al. 2001). 
 
Dicer-Mutationen führten darüber hinaus zu den gleichen Veränderungen in 
der Entwicklung wie Mutationen in den lin-4- und let-7-Genen in C. elegans. 
Lin-4 und let-7 kodieren kleine RNAs, die als ~70-Nukleotid-lange Vorläufer syn-
thetisiert werden und dann post-transkriptionell in ~22-Nukleotid-lange siRNAs 
prozessiert werden. In genetischen Studien konnte gezeigt werden, dass diese 
RNAs von Dicer prozessiert werden (Grishok A. et. al. 2001; Hutvagner G. et. al. 
2001; Ketting R.F. et. al. 2001). 
Diese von lin-4 und let-7 kodierten kleinen temporären RNAs (stRNAs, small 
temporal RNAs) stellen negative Regulatoren von Protein-kodierenden Genen 
dar. Dies ist zu erwarten, wenn stRNAs an RNAi beteiligt sein sollen. Die beiden 
stRNAs lin-4 und let-7 regulieren die zeitliche Entwicklung von C. elegans. 
stRNAs kodieren, wie schon beschrieben, dabei keine Proteine (Hutvagner G. 
et. al. 2001) und sind auch nicht an der Degradation der mRNA beteiligt, son-
dern agieren auf der Ebene der Regulation der Translation (Olsen P.H. et. al. 
1999; Slack F.J. et. al. 2000). Danach ließe sich vermuten, dass stRNA und RNAi 
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(Grishok A. et. al. 2001) beobachten können, dass Proteine aus der Argonaut-
Familie (Alg-1 und Alg-2) sowohl für die stRNA-Bildung als auch für die stRNA-
vermittelte Suppression nötig sind. Demnach wäre es naheliegend, dass die 
Effektorkomplexe, die siRNA bzw. stRNA enthalten, eng verwandt sind, aber 























Abbildung 12:  Vergleich stRNA – siRNA 
Von Dicer werden entweder die siRNAs inkorporiert und führen 
so zur mRNA-Degradation, oder aber es werden stRNAs inkor-
poriert, wodurch die Translation inhibiert wird. 
aus: (Hannon G.J. 2002) 
 
Im Gegensatz zu siRNAs bilden weder lin-4 noch let-7 perfekte Duplizes mit ih-
rer Ziel-mRNA (Ha I. et. al. 1996). Daher wird in einem erweiterten RNAi-Modell 
ein analoger RISC-Komplex gebildet, der entweder siRNA oder stRNA enthält. 
Bei der Bildung eines RISC, der siRNA enthält, ist die perfekte komplementäre 
Bindung für das Schneiden der Ziel-mRNA-Sequenz erforderlich. Wird stRNA 
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wird allerdings auch keine mRNA geschnitten, sondern der Komplex blockiert 
die Elongation an den Ribosomen. Wahrscheinlich benutzen demnach siRNA 
und stRNA verwandte, aber verschiedene Komplexe, die ihrerseits zwischen 
stRNA und siRNA unterscheiden können und dann, je nachdem, ob sie stRNA 
oder siRNA inkorporiert haben, entweder zur Degradation der mRNA oder zur 
Regulation der Translation führen.  
Zu dieser Theorie passt die Beobachtung, dass synthetische siRNAs oder exo-
gen zugeführte shRNAs, die ein einzelnes „Mismatch“ enthalten, nicht mehr 
zum Gen-Silencing führen, aber dadurch ihre Eigenschaften dahingehend 
ändern, dass sie auf translationaler Ebene inhibierend wirken (Carmichael 
G.G. 2002; Elbashir S.M. et. al. 2001a; Elbashir S.M. et. al. 2001c; Paddison P.J. 
et. al. 2002a). 
 
Somit kann RISC als „flexible Plattform“ betrachtet werden, an der verschie-
dene Regulatoren ansetzen. RISC wäre demnach verantwortlich, die siRNA- 
oder stRNA-Moleküle von Dicer zu erhalten und diese dann als Wegweiser zu 
den jeweiligen homologen Substraten zu benutzen. Abhängig vom Signal 
(seiner Struktur oder Lokalisation) stehen verschiedene Effektorfunktionen zur 
Verfügung: Bei RNAi werden Nukleasen in den RISC inkorporiert, bei stRNA-
vermittelter Regulation werden Repressoren der Translation inkorporiert. Weite-
re Möglichkeiten der Anpassung an die jeweiligen Erfordernisse sind denkbar.  
 
Die verschiedenen möglichen Wirkweisen von RISC sollen zusammenfassend 























Abbildung 13:  Erweitertes Modell des RNAi-Mechanismus 
Hier ist die Einbindung von RISC in die verschiedenen Funktio-
nen bei RNAi dargestellt, bei der Amplifikation des Signals, der 
Degradation der mRNA und der Inhibierung der Translation. 
aus: (Hannon G.J. 2002)  
 
Durch neue Studien, in denen gezeigt werden konnte, dass lin-4 und let-7 zu 
einer großen Klasse von endogen kodierten kleinen RNAs gehören, wurde die 
Frage nach der Funktion von RISC als flexiblem Regulator wichtig. In Drosophi-
la,  C. elegans und Mammalia sind mittlerweile über 100 dieser Mikro-RNAs 
(miRNAs) identifiziert worden (Lagos-Quintana M. et. al. 2001; Lau N.C. et. al. 
2001; Lee R.C. et. al. 2001; Mourelatos Z. et. al. 2002), was zu der Annahme 
führt, dass aufgrund ihrer Verbreitung und obwohl ihre eigentliche Funktion 
noch unbekannt ist, ein Zusammenhang zwischen RNAi und der Kontrolle der 
Genexpression besteht. 
 
2.5.9 Bedeutung der RNAi für die Genforschung 
Die RNA-Interferenz ist eine praktikable und sehr gute Methode, wenn es dar-
um geht, die Genfunktion zu untersuchen. Dabei ist die Funktion der ~19.000 
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Gene in C. elegans mittlerweile fast vollständig analysiert worden (Kamath 
R.S. et. al. 2003), aber auch für Pflanzen und andere Organismen wird sie 
momentan mit Hilfe der RNA-Interferenz untersucht. 
Obwohl es eine Zeit lang so aussah, als ob RNAi in Mammalia-Systemen nicht 
funktionieren würde, kamen die ersten Hinweise von Mäuseembryonen 
(Svoboda P. et. al. 2000; Wianny F. et. al. 2000). Allerdings kommt es wohl in 
somatischen, nicht aber in embryonischen Zellen zur unspezifischen Antwort 
der Zellen auf dsRNA, die über PKR (RNA-abhängige Proteinkinase) vermittelt 
zu sein scheint und die spezifische Reaktion – das eigentliche Gen-Silencing – 
überdeckt (vgl. hierzu Kapitel 2.5.11). 
 
2.5.10 Funktionsweise von RNAi in Säugetierzellen 
Die ersten Versuche, mittels RNAi auch Gene in Mammalia-Zellen auszuschal-
ten, wurden von Elbashir et al. (Elbashir S.M. et. al. 2001a) durchgeführt. In die-
sen Untersuchungen gelang die Hemmung endogener Gene, wie z.B. die 
Lamine A/C, oder von ko-transfizierter Luziferase in HeLa S3-, COS-7-, 293- oder 
NIH-3T3-Zellen, was einen Durchbruch für die Genanalyse in Mammalia-Zellen 
darstellt.  
Für RNA-Interferenz-Studien an Mammalia-Zellen in vitro gibt es prinzipiell zwei 
Möglichkeiten der Behandlung. Zum einen kann synthetische siRNA, die ho-
molog zur Ziel-mRNA ist, mit Hilfe von Transfektionsvermittlern, wie z.B. Oligo-
fectamin, in die Zellen transfiziert werden, was bislang häufiger eingesetzt wur-
de, aber auch der teurere Weg ist, oder es werden Expressionsplasmide trans-
fiziert, die die Sequenz für eine hairpin-RNA enthalten, die homolog zur Ziel-
mRNA ist (Abb. 14). Eine weitere Möglichkeit, die lipophile Zellmembran zu 



















Abbildung 14:  Gen-Silencing „tools“ in differenzierten kultivierten Zellen 
Es sind die zwei möglichen Wege veranschaulicht, wie siRNAs 
bzw. shRNAs in differenzierte kultivierte Zellen eingebracht 
werden können, um in diesen RNAi auszulösen. 
aus: (Zamore P.D. 2002) 
 
Ein weiteres wichtiges Kriterium bei allen in vitro-Untersuchungen ist der Zeit-
punkt nach der Transfektion, zu dem versucht wird, die Auswirkungen des 
Gen-Silencings durch siRNA oder durch Plasmid-DNA zu detektieren. Dabei 
haben z.B. Chiu et al. (Chiu Y.L. et. al. 2002) anhand der Expression von GFP in 
HeLa-Zellen nach Transfektion mit siRNA gegen GFP festgestellt, dass die RNAi-
Antwort sechs Stunden nach der Transfektion anfängt, bei 42 Stunden einen 
Peak erreicht und nach 66 Stunden bereits beendet ist. Je nach Analysetech-
nik und je nachdem, ob synthetische siRNAs oder Expressionsplasmide transfi-
ziert wurden, kann der Zeitpunkt, zu dem noch ein Gen-Silencing nachweisbar 
ist, auch später sein.  
 
Einen kurzen Überblick über die verschiedenen Studien, in denen synthetische 







hairpin-RNAs (shRNAs)  
exprimieren, aus denen 
dann in der Zelle siRNA 
entsteht 
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posomale] Transfektionsvermittler) an Mammalia-Zellen eingesetzt wurden, 
um unterschiedliche Gene auszuschalten, gibt die folgende Tabelle 2: 
 




























ShcA  HeLa 2/2  48  97-99  Oligofectamin  (Kisielow 









PRSC  HL-5, 
293 
1/1 24-28  nicht  be-
schrieben 
Oligofectamin  (Wu F. et. 
al. 2002) 
CD4, CD8  T-
Zellen, 
HeLa 












6/16 96-120  90  Lipofectamin  (Holen  T. 
et. al. 
2002) 
Cdc14A  HeLa   1/1  48  nicht be-
schrieben 
Oligofectamin (Mailand 
N. et. al. 
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EGFP  HeLa, 
293, 
MEF 















PLK1  HeLa, 
U20S 
1/1  48  90  Oligofectamin  (Liu X. et. 
al. 2002) 
Cdc25A  HeLa 1/1  12-72  nicht  be-
schrieben 
Oligofectamin (Mailand 
N. et. al. 
2002b) 
 
Tabelle 2:  Einsatz von synthetischen siRNAs in Mammalia-Zellen 
modifiziert nach : (McManus M.T. et. al. 2002) 
 
 
2.5.11 Die unspezifischen Antworten auf lange dsRNAs – PKR und das 2-5A-
System 
Wie schon in Kapitel 2.5.9 angesprochen, sind lange dsRNAs in der Lage, eine 
unspezifische Reaktion in der Zelle auszulösen, die das eigentliche spezifische 
Gen-Silencing überdeckt. Dabei induzieren dsRNAs die Produktion von IFNα/β 
und führen damit zur Apoptose (Der S.D. et. al. 1997). 
 
Diese Reaktion wird über zwei mögliche Wege vermittelt (vgl. Abbildung 15). 
Zum einen ist dies der Weg über PKR, die Interferon (IFN) induzierte RNA-
abhängige Proteinkinase, von der wiederum der eukaryontische Initiationsfak-
tor-2α (EIF-2α) phosphoryliert wird, der unspezifisch die Translation hemmt (Der 
S.D. et. al. 1997; Gil J. et. al. 2000).  
PKR ist eine Serin/Threonin-Kinase mit 551 Aminosäuren, die N-terminal zwei 
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Kinasedomäne besitzt (Meurs E. et. al. 1990). Nach dsRNA-Bindung an eine 
der DRBM oder nach Protein-Protein-Interaktion mit Aktivator-Proteinen dime-
risiert PKR, wird autophosphoryliert und so aktiviert (Clemens M.J. et. al. 1997; 
Stark G.R. et. al. 1998). Es ist keine RNA-Sequenz-Spezifität für die Bindung der 
dsRNA an PKR erforderlich. Nachdem PKR aktiviert ist, erfolgt eine Konformati-
onsänderung, wodurch wahrscheinlich die C-terminale katalytische Kinase-
domäne freigelegt wird (Carpick B.W. et. al. 1997), so dass PKR nun exogene 
Substrate phosphorylieren kann. Das am besten charakterisierte Substrat hier-
bei ist die kleine α-Untereinheit des EIF-2 (EIF-2α), die an Serin 51 phosphoryliert 
wird, wodurch die Initiation der Translation durch PKR verhindert wird (Levin D. 
et. al. 1978). Außerdem reguliert PKR noch weitere Transkriptionsfaktoren, wie 
zum Beispiel NF-κB (Kumar A. et. al. 1997), IRF-1 (Kumar A. et. al. 1997), p53 
(Cuddihy A.R. et. al. 1999a; Cuddihy A.R. et. al. 1999b), STAT1 (Wong A.H. et. 
al. 1997) oder NF-90 (Langland J.O. et. al. 1999) und phosphoryliert wahr-
scheinlich DRBP76, ein Bindungsprotein für doppelsträngige RNA (Patel R.C. 
et. al. 1999). Durch die Modulation all dieser Targets kann PKR diverse zelluläre 
Prozesse wie Zellwachstum oder Differenzierung kontrollieren und kann seine 
Antitumorwirkung und antivirale Wirkung ausüben (Gil J. et. al. 2000). PKR wird 
darüber hinaus zellzyklusabhängig reguliert (Zamanian-Daryoush M. et. al. 
1999) und kann nach bestimmten Reizen, wie Lipopolysacchariden (LPS) oder 
Tumor-Nekrosefaktor-α (TNF-α) Apoptose über eine Aktivität induzieren, die 
sich von ihrer katalytischen Kinaseaktivität unterscheidet (Lee S.B. et. al. 1994). 
 
Der zweite Weg der unspezifischen Reaktion in Mammalia-Zellen auf lange 
dsRNAs ist das 2-5A-System, bei dem durch dsRNA die IFN-induzierbaren 2´,5´-
Oligoadenylat-Synthetasen aktiviert werden, die ihrerseits eine Reihe von 
2´,5´-Oligoadenylat (2-5A) synthetisieren, was wiederum die 2´,5´-
Oligoadenylat-abhängige RNase L aktiviert (Stark G.R. et. al. 1998). Die Akti-
vierung dieses Signalwegs führt zum Abbau von einzelsträngiger RNA (ssRNA) 
(Carroll S.S. et. al. 1996; Floyd-Smith G. et. al. 1981; Wreschner D.H. et. al. 
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Die 2-5A-Synthetasen sind 67 – 100 kDa groß, werden von verschiedenen Ge-
nen kodiert und sind in verschiedenen Kompartimenten der Zelle zu finden. 
Das von den 2-5A-Synthetasen synthetisierte 2-5A bindet an inaktive, als Mo-
nomer vorliegende RNase L, wodurch die Formation eines homodimeren akti-
ven Enzyms induziert wird. Diese Aktivierung ist reversibel. Die N-terminale Hälf-
te stellt einen Repressor dar, der die 2-5A-Bindungsstelle enthält. In der C-
terminalen Hälfte liegt eine Domäne, die homolog zu Proteinkinasen ist, eine 
Cystein-reiche Domäne und die Ribonuklease-Domäne (Hassel B.A. et. al. 
1993; Zhou A. et. al. 1993). Wird die C-terminale Hälfte von RNase L isoliert un-
tersucht, so können in Abwesenheit von 2-5A RNA-Moleküle geschnitten wer-
den (Dong B. et. al. 1997). 
 
Diese beiden unspezifischen Reaktionsmechanismen sind in der folgenden 




































Abbildung 15:  Der PKR-Pathway und das 2-5A-System 
Die beiden unspezifischen Reaktionsmöglichkeiten der Zellen 
auf lange dsRNAs sind dargestellt. 2-5A = 2´-5´-Oligoadenylat, 
PKR = Proteinkinase R, EIF-2α = eukaryontischer Initiationsfaktor-
2α, IFN = Interferon. 
aus: (Stark G.R. et. al. 1998) 
 
Es ist aber möglich, anstelle der langen dsRNAs kleine siRNAs, die eine Länge 
von ~22 Nukleotiden besitzen, zu verwenden, um den Gen-Silencing-Effekt zu 
erzeugen (Bass B.L. 2001; Elbashir S.M. et. al. 2001a). Diese synthetisch herge-
stellten siRNAs imitieren die Produkte von Dicer, werden in den RISC inkorpo-
riert und führen so zur Degradation ihrer Substrat-mRNA. Da siRNAs durch ihre 
geringe Größe keine unspezifische Reaktion auslösen, kommt es nicht zur PKR-
Aktivierung oder zur Aktivierung des 2-5A-Systems, sondern nur zur beabsich-
tigten spezifischen Gen-Silencing-Reaktion (Caplen N.J. et. al. 2001; Clarke 
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2.5.12 Nachteile der siRNAs bzw. Erfolge mit shRNAs 
Ein Nachteil der siRNAs ist, dass ihre Effekte vorübergehend sind, da in Mam-
malia – zumindest bislang – noch kein Mechanismus gefunden wurde, der ei-
ne Amplifikation des Silencing-Signals und damit ein systemisches und länger 
anhaltendes Silencing ermöglicht. In verschiedenen anderen Systemen, wie 
z.B. Drosophila, C. elegans und auch Trypanosomen, ist stabile und vererbba-
re RNAi möglich, wenn die siRNA ständig exprimiert wird, üblicherweise als in-
vertierte wiederholte Sequenz, die sodann in vivo eine hairpin-Struktur ausbil-
det (Kennerdell J.R. et. al. 2000; LaCount D.J. et. al. 2000; Shi H. et. al. 2000; 
Smith N.A. et. al. 2000; Tavernarakis N. et. al. 2000).  
Zellen, die keine unspezifische Immunantwort auf dsRNAs, wie z.B. über den in 
Kapitel 2.5.11 beschriebenen PKR-Weg, besitzen, können auch durch die Ex-
pression von 500-Basenpaar langen dsRNAs reguliert werden (Paddison P.J. 
et. al. 2002b).  
 
Ein anderer Weg, um RNAi zu induzieren, sind die eben angesprochenen short 
hairpin RNAs (shRNAs). Diese können exogen zugeführt und wie die siRNAs 
transfiziert werden. Sie können aber auch in vivo durch RNA-Polymerase III (Pol 
III)–Promotoren exprimiert werden, um stabiles Gen-Silencing in Mammalia-
Zellen zu erzielen (Brummelkamp T.R. et. al. 2002b; Paddison P.J. et. al. 2002a; 
Sui G. et. al. 2002). Die hierfür eingesetzte RNA-Polymerase III steuert in der Zel-
le die Expression von tRNAs und von kurzen RNAs, weshalb sie sich auch für die 
Synthese der siRNAs oder shRNAs anbietet. Auf diese Weise können von Pol III-
Promotoren bis zu 5 × 106 shRNA-Moleküle in der Zelle exprimiert werden, so 
dass dauerhaft ein starkes Signal ausgeübt wird. Dadurch wird eine Amplifika-
tion des Silencing-Signals überflüssig. 
Dabei konnten Paddison et al. (Paddison P.J. et. al. 2002a) sowohl mit über 
die T7-Polymerase als auch über die Pol III-vermittelte Expression gebildeten 
shRNAs zeigen, dass shRNAs in Drosophila S2-Zellen und in Mammalia-Zellen 
zum Gen-Silencing führen. Sie konnten eine 80 – 90%ige Reduktion der Gen-
Expression erzielen, was in der Größenordnung dessen lag, was sie mit synthe-
tischer siRNA gegen Luziferase erreichen konnten (Reduktion von 90 – 95%).  2.5  Theoretische Grundlagen - RNA-Interferenz (RNAi)  46
Die anfangs mit T7-RNA-Polymerasen hergestellten shRNAs werden in den Zel-
len durch Dicer in aktive siRNAs prozessiert (Paddison P.J. et. al. 2002a). Es 
konnten in der o.g. Studie aber auch siRNAs mit der T7-RNA-Polymerase her-
gestellt werden, die nicht weiter prozessiert werden müssen, sondern direkt 
wirksam sind.  Eine weitere Studie, in der der T7-Promoter verwendet wurde, 
war die von Jacque et al. (Jacque J.M. et. al. 2002), in der das HIV-1 tif-Gen in 
primären, peripheren Lymphozyten ausgeschaltet wurde. Dabei wurden 
shRNAs exprimiert, die auf einer Länge von 19 Nukleotiden komplementär wa-
ren, zwischen drei und sieben Nukleotiden in der Schleife hatten und in der 
Lage waren, die Expression von tif um 70 – 80% zu reduzieren.  
Da die T7-RNA-Polymerase als Initiationsstelle zwei Guanosine benötigt, wird 
die Auswahl der Sequenz erheblich eingeschränkt. Außerdem waren in der 
Studie von Paddison et al. (Paddison P.J. et. al. 2002a) die siRNAs, die zwei 
ungepaarte Guanosine am 5´-Ende aufwiesen, weit weniger wirksam als die 
anderen siRNAs. Aus diesem Grund ist eine mögliche Alternative die Expressi-
on der siRNAs oder shRNAs mittels Pol III-Promotern, und zwar sind hier die bei-
den am besten untersuchten der U6 snRNA-Promoter und der H1-RNA-
Promoter (zum U6- bzw. pSilencerTM-Vektor vgl. Kap. 2.6; Paddison P.J. et. al. 
2002a). Brummelkamp et al.  (Brummelkamp T.R. et. al. 2002b) konnten mit 
dem pSUPER-Vektor in MCF-7-Zellen eine stabile Reduktion der Expression ver-
schiedenster Gene, z.B. CHD1, p53, PLK1 und Cdc20, erzielen. Sie konnten au-
ßerdem feststellen, dass der 49-Nukleotid-lange Vorläufer sofort prozessiert 
wurde und damit kaum nachweisbar war, sondern direkt die gebildete siRNA 
zu detektieren war. Dies legt den Schluss nahe, dass es effizienter ist, anstelle 
synthetischer siRNA Plasmide zu applizieren, aus denen dann auf enzymati-
schem Wege innerhalb kürzester Zeit und mit nur einem DNA-Template die 
jeweilige siRNA gebildet werden kann (Paddison P.J. et. al. 2002a). Dass für 
die intrazelluläre Prozessierung der shRNAs ebenfalls Dicer RNase III erforder-
lich ist, konnte in derselben Studie gezeigt werden, denn in Zellen, in denen 
Dicer supprimiert war, war keine siRNA nachweisbar. In beiden Studien 
(Brummelkamp T.R. et. al. 2002b; Paddison P.J. et. al. 2002a) konnte p53 durch 
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es über zwei Monate in Antibiotika-selektierten, stabil transfizierten Zellen nicht 
mehr nachweisbar war. 
Yu et al. (Yu J.Y. et. al. 2002) konnten mit dem Maus-U6-Promoter shRNAs er-
zeugen, die in einer Mäusezelllinie die Expression der Ziel-mRNA spezifisch und 
vergleichbar mit synthetischer siRNA reduzierten. Lee et al. (Lee N.S. et. al. 
2002) verwendeten hingegen den humanen U6 snRNA-Promoter, der eben-
falls ein einfaches Terminationssignal hat (eine Folge von Thymidinen), um 
damit in humanen 293-Zellen die Expression von HIV-1 rev zu reduzieren. Auch 
Miyagishi et al. (Miyagishi M. et. al. 2002) und Paul et al. (Paul C.P. et. al. 2002) 
setzten den humanen U6-Promoter ein, weil er keine internen Promoter-
Sequenzen wie A- oder B-Box enthält, sondern die siRNA direkt transkribiert 
und zur Duplex geformt werden kann. Diese siRNAs haben jeweils am 3´-Ende 
einen Überhang von ~4 – 5 Uridinen. Miyagishi et al. konnten in der erwähnten 
Studie in HeLa S3-Zellen die Expression von stabil transfiziertem GFP sowie die 
Expression von Luziferase ausschalten. Außerdem gelang ihnen die Reduktion 
der Expression von β-Catenin als endogenem Target. Paul et al. schalteten in 
der angesprochenen Studie ebenfalls in HeLa S3-Zellen die Lamine A/C ent-
weder mittels synthetischer siRNA oder mit siRNA, die von Klonen exprimiert 
wurde, aus. Sui et al. (Sui G. et. al. 2002) konnten mit dem Maus-U6-Promoter 
ebenfalls erfolgreich durch Ko-Transfektion die Expression von GFP bzw. der 
Lamine A/C in humanen HeLa-Zellen reduzieren. 
In einer Studie, in der die siRNA mit Hilfe eines retroviralen Systems mit dem 
humanen H1-Promoter in die Zellen eingebracht wurde, konnten Barton et al. 
(Barton G.M. et. al. 2002) zeigen, dass die Expression von p53 in HEK293T-Zellen 
sowie in primären humanen Fibroblasten durch die so hergestellten siRNAs 
deutlich reduziert werden konnte. 
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Luc, p53  HeLa, 293, 
Cos-1, NIH3T3, 
IMR90 
4-23 85-90  (Paddison  P.J. 
et. al. 2002a) 




P19 3  nicht  be-
schrieben 
(Yu J.Y. et. al. 
2002)  
Luc, CD4, CD8  T-Zellen, HeLa  4-9  80-85  (McManus M.T. 





6    >90  (Sui G. et. al. 
2002) 




HeLa, MCF-7  2-9  >90  (Brummelkamp 
T.R. et. al. 
2002b) 
HygI GFP, Luc, 
CTNNB1 
HeLa -  95  (Miyagishi  M. 
et. al. 2002) 
Tat, CAT  293T  15  70-80  (Zeng Y. et. al. 
2002) 
HIV-1 vif  Lymphozyten 3-7  70-80  (Jacque J.M. 
et. al. 2002) 
 
Tabelle 3:  Silencing-Konstrukte 
modifiziert nach: (McManus M.T. et. al. 2002) 
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2.5.13 RNAi in Mäusen – die ersten Studien 
Die erste Studie mit RNAi an Embryonen von Mäusen wurde schon im Jahre 
2000 von Wianny et al. (Wianny F. et. al. 2000) durchgeführt. Allerdings waren 
dies noch keine in vivo-Untersuchungen, sondern sie konnten in vitro c-mos in 
der Oozyte der Maus sowie von der Zygote exprimiertes E-Cadherin bzw. 
transgen exprimiertes GFP in Embryonen vor der Preimplantation ausschalten. 
Für ihre Versuche haben sie die befruchteten Oozyten aus 4 – 6 Wochen alten 
Mäusen (F1-Generation) entnommen und in Kultur genommen. Um diese be-
fruchteten Ein-Zell-Embryonen zu erhalten, wurde den mütterlichen Tieren 
hCG (humanes Choriogonadotropin) injiziert und 20 – 24 Stunden später die 
befruchteten Ein-Zell-Embryonen entnommen. In diese Zellen wurde die 
dsRNA per Mikroinjektion eingebracht. Die Embryonen wurden im Anschluss 
an die Injektion von dsRNA gegen GFP noch 3 – 4 Tage in Kultur gehalten, 
wobei in den mikroinjizierten Embryonen keine GFP-Fluoreszenz mehr 
nachweisbar war, es war aber noch möglich, sie erfolgreich in Mäuse zu re-
implantieren, d.h. es konnte keine toxische Wirkung der dsRNA beobachtet 
werden. Ähnliche Effekte konnten nach der Injektion von dsRNA gegen E-
Cadherin beobachtet werden, denn auch hier konnte die Expression deutlich 
reduziert werden. Nach der Injektion von dsRNA gegen c-mos in die Oozyte 
konnte ebenfalls die c-mos-Expression deutlich reduziert werden. In einer ähn-
lich angelegten Studie an Maus-Oozyten bzw. –Embryonen konnten Svoboda 
et al. (Svoboda P. et. al. 2001) die Wirkung von shRNA, die von Plasmiden 
exprimiert wurde, auf die Expression von GFP und c-mos zeigen. Hierbei war 
die Reduktion der Expression durch die shRNAs vergleichbar mit der Redukti-
on, die durch konventionelle siRNA erzielt werden konnte.  
 
Lewis et al. (Lewis D.L. et. al. 2002) injizierten mit der „High-Pressure-Technik“, 
bei der große Volumina an Puffer (~ 2 ml), der die jeweilige siRNA oder das 
Expressionsplasmid enthält, eingesetzt werden, siRNA gegen die Transgene 
GFP bzw. Luziferase in die Schwanzvene von neugeborenen Mäusen. Sie woll-
ten deren Wirkung analysieren und mit der Wirkung, die sie in vitro mit siRNA 
gegen GFP erzielen konnten, vergleichen. Dies stellte damit den ersten wirkli-2.5  Theoretische Grundlagen - RNA-Interferenz (RNAi)  50
chen in vivo-Hinweis für die Wirksamkeit von siRNA dar. Allerdings wurde in 
dieser Studie nur die Expression eines Transgens, und nicht eines endogenen 
Gens reduziert. Auch wurde die Aufnahme der mit dieser Technik injizierten 
siRNA nur in Hepatozyten untersucht. Dort konnten allerdings hohe Aufnahme-
raten erzielt werden. Einen weiteren Fortschritt stellen die Untersuchungen von 
McCaffrey et al. (McCaffrey A.P. et. al. 2002) dar, in denen die Expression von 
ko-injizierten Genen (Luziferase, HCV [Hepatitis C-Virus]) ausgeschaltet wurde, 
aber nicht die von endogenen Genen. Es wurden nicht nur chemisch synthe-
tisierte siRNAs untersucht, sondern auch shRNAs, die in vivo von Expressi-
onsplasmiden transkribiert wurden. Diese waren bei der Induktion des Gen-
Silencings genauso effektiv wie die synthetischen siRNAs. Somit konnten die 
Autoren zeigen, dass mit Plasmid-kodierter shRNA eine starke, spezifische 
RNAi-Antwort in Mäusen induziert werden kann.  
 
Ein Ansatz, bei dem in Mäusen die Expression eines endogenen Gens (β-
Glucuronidase) reduziert werden konnte, ist die Studie von Xia et al. (Xia H. et. 
al. 2002), in der rekombinante Adenoviren mit CMV-Promoter eingesetzt wur-
den, die die siRNA exprimierten. Die Autoren injizierten die Adenoviren, die 
siRNA gegen die murine β-Glucuronidase exprimieren, in die Schwanzvene 
und konnten drei Tage später in dem entnommenen Lebergewebe eine 
deutlich reduzierte β-Glucuronidase-Aktivität feststellen.  
Brummelkamp et al. (Brummelkamp T. et. al. 2002a) entwickelten wiederum 
einen anderen Ansatz, der auf ihrer kurz vorher veröffentlichten Studie 
(Brummelkamp T.R. et. al. 2002b) beruht, indem sie eine humane Pankreaskar-
zinom-Zelllinie  in vitro mit Retroviren infizierten, die siRNA gegen K-Ras 
exprimieren. Nach drei Tagen wurden diese Zellen in athymische Mäuse inji-
ziert und die Angehrate der Tumoren ermittelt. Innerhalb von fünf Wochen 
entwickelten alle Kontrollmäuse, denen nur die nicht-vorbehandelten 
Pankreaskarzinomzellen injiziert worden waren, ohne Ausnahme Tumoren. Die 
Mäuse hingegen, die mit infizierten Zellen behandelt worden waren, 
entwickelten keine Tumoren.  2.6  Theoretische Grundlagen – U6-Promoter und pSilencerTM 1.0-U6 siRNA-Expressions-Vektor  51
2.6 U6-Promoter und pSilencerTM 1.0-U6 siRNA-Expressions-Vektor 
U6-Promoter haben die praktische Eigenschaft, wenn es um die Expression 
von siRNA geht, dass sie geringere Anforderungen an die zu exprimierende 
Sequenz stellen als beispielsweise der T7-Promoter. So ist beim U6-Promoter 
lediglich erforderlich, dass die ligierte Sequenz mit einem Guanosin an der Po-
sition +1 beginnt und mit mehreren (meist fünf) Uridinen bzw. Thymidinen en-
det, die als Terminationssignal für die RNA-Polymerase III dienen. Außerdem 
werden die Pol III-Promoter selber nicht transkribiert, so dass nur die ge-
wünschte siRNA- bzw. shRNA-Sequenz entsteht, und nicht noch Teilsequenzen 
der Promoter-Sequenz mit abgeschrieben werden, die ihrerseits das Ausmaß 
des Gen-Silencings verringern würden. 
 
Ein speziell für die Expression von siRNA in humanen Zellen oder Geweben 
entwickeltes Plasmid mit U6-Promoter ist der pSilencerTM 1.0-U6 siRNA-
Expressions-Vektor, der die für Klonierung und bakterielle Replikation erforder-
lichen Sequenzen enthält, z.B. Ampizillinresistenz und MCS (multiple cloning 
site). In diesen ist von Herstellerseite aus bereits der U6-RNA-Polymerase III-
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3. ZIELSETZUNG 
Die momentan angewandte Chemotherapie im Einsatz gegen verschiedene 
Krebsformen ist aufgrund ihrer begrenzten Spezifität immer auch gegen ande-
re stark proliferierende Gewebe, und somit nicht nur gegen Tumorgewebe 
gerichtet. Auch die Bestrahlungstherapie kann nicht gezielt das Tumorgewe-
be zerstören, sondern schädigt auch das umliegende Gewebe, beides mit 
nicht unerheblichen Beeinträchtigungen für das alltägliche Leben der Betrof-
fenen. Aus diesem Grunde ist es überaus wichtig, neue Technologien und sich 
daraus ergebende Therapieprinzipien zu entwickeln, die eine spezifische 
Hemmung der Proliferation von Krebszellen bzw. –gewebe ermöglichen. Da-
mit könnten die Nebenwirkungen, die von der Krebstherapie ausgehen, dras-
tisch reduziert werden. 
 
PLK1 ist eine Kinase aus der Familie der Serin/Threonin-Kinasen, die in malignen 
Geweben und in Geweben mit hohem mitotischen Index überexprimiert wird, 
was mit einer schlechten Prognose für die Patienten einhergeht (Golsteyn 
R.M. et. al. 1994; Holtrich U. et. al. 1994; Knecht R. et. al. 1999; Kneisel L. et. al. 
2002; Yuan J. et. al. 1997). Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Hemmung der 
PLK1-Funktion durch verschiedene neue Techniken. Dass es schwerwiegende 
Auswirkungen auf Zellen – in der genannten Studie auf HeLa-Zellen – hat, 
wenn die PLK1-Aktivität vermindert wird, konnte in einer Studie von Lane und 
Nigg (Lane H.A. et. al. 1996) gezeigt werden, in der sie PLK1-Antikörper in die 
Zellen mikroinjizierten. Die Zellen waren in der G2-Phase blockiert. Dies ist der 
Ansatzpunkt auch für die vorliegende Arbeit, denn wenn die Hemmung eines 
Enzyms zum Verharren der Zellen an einem der unterschiedlichen Zellzyklus-
kontrollpunkte führt, könnte so das Tumorwachstum gestoppt werden. 
 
Um PLK1 spezifisch und selektiv auszuschalten, bieten sich Hemmprinzipien an, 
die auf der Ebene der mRNA angreifen, denn so ist ein besonderes Maß an 
Spezifität alleine dadurch gewährleistet, dass nur das Gen von Interesse aus-
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eine mögliche Anwendung für die Therapie vorzubereiten. Dies ist beispiels-
weise mittels Mikroinjektion von Antikörpern in einzelne Zellen nicht möglich.  
 
Daher sollten in der vorliegenden Arbeit zum einen Antisense-Oligonukleotide 
(ASOs) eingesetzt werden, die illegitime mRNA/DNA-Hybride mit der Ziel-
mRNA bilden und damit zur selektiven Zerstörung der PLK1-mRNA führen, so 
dass PLK1 nicht mehr exprimiert werden kann.  
Zum anderen sollten „small interfering“ RNAs (siRNAs) bzw. Plasmide, die hair-
pin-RNAs (shRNAs) exprimieren, eingesetzt werden, wobei die siRNAs bzw. 
shRNAs aufgrund ihres doppelsträngigen Charakters ebenfalls zur Zerstörung 
der Ziel-mRNA führen. Trotz verschiedener Ansätze ist es bislang noch keiner 
Arbeitsgruppe gelungen, tumortragende Tiere mit siRNA – in keiner der bislang 
beschriebenen Präparationen – in vivo zu behandeln und dadurch das Tu-
morwachstum zu inhibieren. Ein Ziel der vorliegenden Studie war es daher, im 
Xenograft-Modell siRNAs gegen PLK1 bzw. Expressionsplasmide auf ihre Fähig-
keit zu testen, das Tumorwachstum zu hemmen. 
Damit sollten zwei Techniken entwickelt werden, unter deren Einsatz die Aus-
wirkungen auf verschiedene Krebszelllinien, humane Xenograft-Modelle sowie 
ein primäres Zellsystem untersucht werden können.  
 
Zunächst galt es, ASOs zu identifizieren, die in der Lage sind, die PLK1-mRNA-
Expression effizient zu hemmen. Die mit diesen ASOs behandelten Zellen soll-
ten dann auf ihre biologischen Eigenschaften getestet werden: PLK1-
Proteinexpression, Wachstumsverhalten, Apoptose, Zellzyklusveränderungen, 
Morphologie. Das besondere Interesse galt dem Vergleich der Hemmung der 
PLK1-Expression durch ASOs und siRNAs im Rahmen der neuen Technik der 
RNA-Interferenz, wobei auch mit den siRNAs die Zellen auf ihre biologischen 
Eigenschaften (s.o.) getestet werden sollten. ASOs werden bereits in klinischen 
Studien eingesetzt, das Phänomen der RNA-Interferenz wird hingegen zur Zeit 
erst in seinen biochemischen Grundlagen erforscht und ist somit als „neue 
Strategie“ zu bezeichnen. 
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Im Rahmen der in vitro-Untersuchungen mit beiden Techniken sollten folgen-
de Parameter bestimmt werden: 
   Veränderung der PLK1-mRNA-Expression mittels Northern-Blots 
   Veränderung der PLK1-Proteinmenge mittels Western-Blots 
   Veränderung der Lamin A/C-Proteinmenge mittels Western-Blots als 
Kontrolle für das Prinzip der RNA-Interferenz 
   Veränderung der Proliferation mittels Bestimmung der Zellzahl über ei-
nen Zeitraum von bis zu 96 Stunden nach der Transfektion 
   Veränderung der Kinaseaktivität von endogenem PLK1 im Kinaseassay 
mit dem Substrat Kasein bzw. der CRS 
   Zellzyklusverteilung mittels Durchflusszytometrie 
   Apoptoserate mittels Durchflusszytometrie nach Anfärbung der Zellen 
mit Propidiumiodid 
   Immunfluoreszenzfärbung gegen α- und γ-Tubulin sowie PLK1 zur Ermitt-
lung des Phänotyps und der PLK1-Protein-Reduktion 
 
Außerdem sollten in humanen Xenograft-Tierexperimenten folgende Parame-
ter bestimmt werden: 
   Wachstum der Tumoren mittels Kalipermessung 
   Immunhistochemische Färbung von PLK1 und MIB-I bzw. Ki-67 in behan-
delten und unbehandelten Tumoren 
 
Für das Xenograft-Experiment mit Expressionsplasmiden sollte ex vivo das op-
timale Verhältnis zwischen Plasmid-DNA und dem Nukleaseinhibitor ATA ermit-
telt werden. Im Xenograft-Experiment sollten dann neben den oben be-
schriebenen Parametern bestimmt werden: 
   Wachstum der Tumoren während weiteren vier Wochen nach Beendi-
gung der Therapie 
   Bestimmung des Gewichts der Mäuse im Verlaufe des Experiments 
   Veränderung der PLK1-mRNA-Expression in den Tumoren mittels Nor-
thern-Blots 
   Nachweis der Plasmide im Tumor mittels Southern-Blot und PCR 3.  Zielsetzung  56
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4. MATERIAL UND METHODEN 
4.1 Material 
4.1.1 Laborgeräte 
Bakterienschüttler (B.Braun, Melsungen) 
Brutschrank BBD 6220 (Heraeus, Hanau) 
Brutschrank BB 6060 (Heraeus, Hanau) 
Brutschrank 37°C Kelvitron (Heraeus, Hanau) 
Blotting-Apparatur Mini Trans-Blot Transfer Cell (Bio-Rad, München)  
CELLQuest (BD Biosciences Heidelberg) 
Digitalkamera DC290 (Kodak, Stuttgart) 
Elektrophoreseapparatur Mini-Protean III (Bio-Rad, München) 
Elektrophoreseapparatur Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad, München) 
Entwicklermaschine Optimax Typ TR (MS Laborgeräte, Wiesloch) 
FACScan (BD Biosciences, Heidelberg) 
Filmkassette X-Omatic®  (Kodak, Stuttgart) 
Filmkassette HypercassetteTM (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) 
Fluoreszenzmikroskop DM RB (Leica, Wetzlar) 
Geltrockner Model 583 Gel Dryer (Bio-Rad, München) 
Gefrierschrank –20°C (Liebherr, Ochsenhausen)      
Gefrierschrank –80°C (Revco Scientific, Veenendal/Niederlande)  
GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego/USA) 
Heizplatte 60°C DHP 37 (Fisher Scientific, Nidderau) 
Hybridisierungsofen Model 310 (Dunn Labortechnik GmbH, Asbach)  
Konfokales Laserscan-Mikroskop (Leica, Wetzlar) 
Kühlplatte Jung Histoblock (Leica, Bensheim) 
Kühlschrank +4°C (Liebherr, Ochsenhausen) 
Magnetrührer Ikamak RTC  (IKA Labortechnik, Staufen) 
Mikro-Dismembranator II (B.Braun, Melsungen) 
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Mikrowellengerät (Bosch, Stuttgart) 
ModFit LT for Mac (BD Biosciences, Heidelberg) 
Netzgerät Power PAC 300 (Bio-Rad, München) 
pH-Meter Mikroprozessor pH-Meter HI 9321 (Hanna Instruments, Kehl am Rhein)  
Photodokumentationssystem Kodak 1D 3.5 (EDAS 290)  (Kodak, Stuttgart) 
Pipetten 0,5-10 µl; 2-20 µl; 10-100µl; 50-200µl; 100-1000 µl (Eppendorf, Hamburg) 
Pipettierhilfe Automatic Sarpette (Desaga, Wiesloch) 
QIArack (Qiagen, Hilden) 
QIAVac 24 Vacuum Manifold (Qiagen, Hilden) 
Rotator (Fisher-Scientific, Nidderau) 
Schüttler (Fisher-Scientific, Nidderau) 
SpeedVac SVC100 (Fischer-Laborbedarf, Frankfurt/M.) 
Spektrophotometer Ultrospec 3100 pro (Amersham Pharmacia Biotech, Frei-
burg) 
Sterilbank HB2448  (Heraeus, Hanau)  
Sterilbank Lamin Air® HA 2448 GS HA (Heraeus, Hanau)  
Sterilbank HERAsafe (Heraeus, Hanau) 
Stickstoffbehälter (AirLiquide, Wiesbaden) 
Thermoblock DRI-Block BB-3A (TECHNE, Burkhardtsdorf)  
Thermo-Cycler (Perkin Elmer Cetus, Köln) 
Thermo-Cycler (Eppendorf, Hamburg) 
Transluminator (Vilber Lourmat, Frankreich) 
Trockenschrank 6200 (Heraeus, Hanau) 
VacConnector (Qiagen, Hilden) 
Vakuumzentrifuge Refrigerated Condensation Trap RT100 (Fischer-
Laborbedarf, Frankfurt/M.) 
Vakuumpumpe Membranpumpe (Vacuumbrand GmbH + Co., Wertheim) 
Vortex Janke &Kunkel (Ika Labortechnik, Staufen) 
Waage Mettler PM 2000 (Mettler Instruments GmbH, Gießen) 
Wasserbad klein (Memmert, Schwalbach) 
Wasserbad groß (Memmert, Schwalbach) 
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Zentrifuge Rotanta/RPC (Hettich, Tuttlingen) 
Zentrifuge 5415R (Eppendorf, Hamburg) 
Zentrifuge Biofuge fresco (Heraeus, Hanau) 
Zentrifuge 5415C (Eppendorf, Hamburg)  
 
4.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Atemmaske Carpex®  carat (Beiersdorf AG, Hamburg) 
Cryoröhrchen (Nalgene® Brand Products, Hamburg) 
Deckgläser (Marienfeld, Lauda-Königshofen) 
Eppendorfgefäße 500 µl;1,5 ml; 2,0 ml  (Eppendorf, Hamburg) 
Färbekammer nach Hellendahl (Glas) (Fisher-Scientific, Nidderau) 
Färbeküvette nach Hellendahl (Merck-Eurolab, Frankfurt/M.) 
Falcon® Röhrchen 15 ml, 50 ml (BD Biosciences, Heidelberg)  
Falcon® Zellkulturflaschen 25 cm2, 75 cm2, 175 cm2 (BD Biosciences, Heidel-
berg) 
Falcon® FACSRöhrchen 2052  (BD Biosciences, Heidelberg)  
Falcon® Cell Scraper (BD Biosciences, Heidelberg) 
Feuchtkammer (Fisher-Scientific, Nidderau) 
Filter Millex®-GP (Millipore GmbH, Eschborn) 
Filterpapier (Whatman, Maidstone/England) 
Filterpapier (Merck, Frankfurt/M.) 
HiSpeedTM Plasmid Purification Kit – Midi und Maxi (Qiagen, Hilden) 
HyperfilmTM ECLTM (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) 
HyperfilmTM MPTM (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) 
ImmobilonTM-P Transfermembran, PVDF (Millipore, Bedford/USA) 
Kanülen BD MicrolanceTM 3 (BD Biosciences, Heidelberg)   
Membran HybondTM–N+  (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) 
NickTMColumns SephadexTM G-50 DNA-Grade (Amersham Pharmacia Biotech, 
Freiburg) 
Nitrilhandschuhe Gr. S & Gr. M (Kimberley-Clark® , Roswell/USA) 
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Photometrische Küvetten (Brand GmbH, Wertheim) 
Photometrische Küvetten Uvette Starter Set (Eppendorf, Hamburg) 
Pipetten 5ml, 10 ml  (Greiner GmbH, Solingen) 
Pipetten 10 ml, 25 ml  (Corning Incorporated, MA/USA)  
Pipettenspitzen ART-Aerosol Resistant Tips (ART, Californien/USA) 
Pipettenspitzen (Star Lab, Ahrensburg) 
QIAprecipitator (Qiagen, Hilden) 
Schikanen-Erlenmeyerkolben 500 ml (Fisher Scientific, Nidderau) 
Slide-Flasks – Objektträger-Zellkulturgefäße 10 cm2 (Nunc, Wiesbaden) 
Spritzen Injekt 5 ml, 20 ml, 30 ml (B. Braun, Melsungen) 
Spritzen 1 ml OmniFix®-F 1 ml (B. Braun, Melsungen) 
6-well-Platten Nunclon TM (Nunc, Wiesbaden) 
Zellkulturschalen 10 cm Ø (Greiner GmbH, Solingen) 
 
4.1.3 Antikörper, Chemikalien, Primer und Bakterien 
4.1.3.1 Antikörper 
Anti-β-Aktin, monoklonal (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
Anti-Lamin A/C,  monoklonal (Santa Cruz, Heidelberg) 
Anti-Ki-67, polyklonal (Dako, Hamburg) 
Anti-PLK1, monoklonal (cocktail) (Zymed Laboratories, San Francisco/USA) 
Anti-PLK1 mAb, monoklonal (BD Biosciences Transduction Laboratories,  Hei-
delberg) 
Anti-PLK1, Kaninchen (Yuan J. et. al. 1997) 
Anti-α-Tubulin, monoklonal (Dianova, Hamburg) 
Anti-α-Tubulin, Ratte (Serotec/Biozol, Eching)  
Anti-γ-Tubulin, monoklonal (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
goat-anti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz, Heidelberg) 
polyvalenter, biotinylierter Sekundärantikörper (Coulter-Immunotech, Ham-
burg) 
CyTM3-konjugierter goat-anti-mouse IgG (H+L) (Dianova, Hamburg) 
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CyTM3-konjugierter goat-anti-rat IgG (H+L) (Dianova, Hamburg) 
DTAF-konjugierter goat-anti-mouse IgG (H+L) (Dianova, Hamburg) 
 
4.1.3.2 Chemikalien   
Adenin (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) 
AEC Chromogen (Coulter-Immunotech, Hamburg) 
Agarose (ICN Biomedical GmbH, Eschwege) 
Agarose mod. (Millipore GmbH, Eschborn)  
2-(4-amidinophenyl)-6-indolecarbamidine dihydrochloride, DAPI (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) 
Ampizillin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
ApaI (NewEngland Biolabs GmbH, Frankfurt/M.) 
[γ-32P]ATP (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)  
Aurintricarboxylic acid, ATA (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
BIO-Rad Protein Assay (Bio-Rad, München) 
Bromphenolblau (Fluka, Buchs/CH) 
BSA (Bovine Serum Albumin) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Serva, Heidelberg) 
Cruz Marker TM MW Standards (Santa Cruz, Heidelberg) 
[α-32P]dCTP 6000 Ci/mmol (Perkin Elmer, Köln) 
Cycle TESTTM PLUS DNA reagent kit (BD Biosciences, Heidelberg) 
DEPC – Diethylpyrocarbonat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
Dinatriumhydrogenphosphat (AppliChem, Darmstadt) 
Dithiothreitol (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
DMSO Dimethylsulfoxid (ICN Biomedical GmbH, Eschwege)  
DNA Ladder 1 kb, 100 bp (Invitrogen, Karlsruhe) 
DNA Polymerase I, Large Fragment (Klenow) (NewEngland Biolabs GmbH, 
Frankfurt/M.) 
DOTAP Liposomales Transfektionsreagenz (Roche Diagnostic GmbH, Mann-
heim) 
Dulbecco´s modified eagle´s medium (Invitrogen, Karlsruhe) 4.1  Material und Methoden - Antikörper, Chemikalien, Primer und Bakterien  62
Dulbecco´s modified eagle´s medium nutrient mixture F-12 HAM (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) 
ECL – enhanced chemiluminescent solution (Pierce, Bonn) 
EcoRI (NewEngland Biolabs GmbH, Frankfurt/M.) 
EDTA – Ethylendiamintetraessigsäure (AppliChem, Darmstadt) 
EGTA – Ethylenglykol-Bis(2-Aminoethylether)-N,N,N´,N´-Tetraessigsäure (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) 
Enfluran
 (Abbott, Wiesbaden) 
EnVision+System (Dako, Hamburg) 
Essigsäure (Merck, Darmstadt) 
Ethanol (Merck, Darmstadt) 
Ethidiumbromid (AppliChem, Darmstadt) 
FACSFlow (BD Biosciences, Heidelberg) 
FACSRinse (BD Biosciences, Heidelberg) 
Fötales Kälberserum FCS (PAA Laboratories GmbH, Linz/Österreich) 
Formaldehyd (AppliChem, Darmstadt)    
Formamid (AppliChem, Darmstadt) 
Formalin (Riedel-de Haën, Seelze)  
FuGENETM6 (Roche, Mannheim) 
Gelatine (Merck, Darmstadt) 
Glutathion Sepharose TM 4B (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)  
Glycerol (AppliChem, Darmstadt) 
Glyceringelatine (Chroma-Gesellschaft Schmidt, Köngen) 
Glycin (AppliChem, Darmstadt) 
Guanin (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) 
HAM´S NUTRIENT Medium F12 (PAA Laboratories GmbH, Linz/Österreich) 
HEPES buffer (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
HEPES-KOH (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
HindIII (NewEngland Biolabs GmbH, Frankfurt/M.) 
Histoclear (= Xylolersatz) (Shandon, Frankfurt/M.) 
Isopropanol (Riedel-de Haën, Seelze) 
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Kaliumchlorid (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
Kaliumdihydrogenphosphat (Merck, Darmstadt) 
Kalziumchlorid (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
Kasein (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)  
Kpn I (NewEngland Biolabs GmbH, Frankfurt/M.) 
LB-Agar (International Diagnostics Group plc, Lancashire/UK) 
LB-Broth (LENNOX) (International Diagnostics Group plc, Lancashire/UK) 
L-Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe) 
Magnesiumazetat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
Magnesiumchlorid (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
Magnesiumsulfat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
Manganchlorid (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
β-Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt) 
Methanol (Riedel-de Haën, Seelze)  
MEBM Minimum essential basal medium (Clonetics, Verviers/Belgien) 
Mineralöl (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
3-(N-Morpholino)Propansulfonsäure (MOPS) (AppliChem, Darmstadt) 
Natriumazetat (Fluka, Buchs/CH) 
Natriumazetat-Pufferkonzentrat (Coulter-Immunotech, Hamburg) 
Natriumazid (Riedel-de Haën, Seelze) 
Natriumchlorid (NaCl) (Merck, Darmstadt) 
Na-Deoxycholat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
Natriumfluorid (NaF) (Fluka, Buchs/CH) 
Natriumhydroxid (NaOH) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
Natriumorthovanadat (Na3VO4) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
NP-40 (ICN Biomedical GmbH, Eschwege) 
Oligofectamin (Invitrogen, Karlsruhe) 
Opti-MEM I (Invitrogen, Karlsruhe) 
Penicillin–Streptomycin (Invitrogen, Karlsruhe) 
Phenylmethansulfonylsäure (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
Phosphate buffered saline, PBS (Invitrogen, Karlsruhe) 
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Prestained SDS-Page Standards broad range (Bio-Rad, München) 
Propidiumiodid – PI (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
Proteaseinhibitor Complete Mini (Roche Diagnostic GmbH, Mannheim) 
Protein A/G PLUS-Agarose (Santa Cruz, Heidelberg) 
pSilencerTM 1.0-U6 siRNA-Expressions-Vektor (Ambion, Huntingdon, Cam-
bridgeshire/UK) 
QiaAmp®  DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden) 
QiaShredder (250) (Qiagen, Hilden) 
QuickHyb® Hybridization Solution (Stratagene, Amsterdam/Niederlande) 
Quick LigationTM Kit (NewEngland Biolabs GmbH, Frankfurt/M.) 
Ready-Gel  12% PAA (Bio-Rad, München) 
Ribonuclease A (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
RNA-Ladder 1 kb, 100 bp (NewEngland Biolabs, Frankfurt/M.) 
RNAlater (Qiagen, Hilden) 
RNase-free water  (Qiagen, Hilden bzw. Dharmacon, Colorado/USA) 
RNasin® Ribonuclease Inhibitor (Promega, Mannheim) 
RNeasy Mini Kit (250) (Qiagen, Hilden)  
RPMI-1640 Medium (ohne L-Glutamin) (Invitrogen, Karlsruhe) 
Salzsäure (HCl) (Riedel-de Haën, Seelze) 
Select Yeast Extract (Invitrogen, Karlsruhe) 
Select Peptone 140 (=Bacto-Trypton) (Invitrogen, Karlsruhe) 
SingleQuots (Clonetics, Verviers/Belgien) 
Sonicated Salmon Sperm DNA kit (Stratagene, Amsterdam/Niederlande) 
Taq2000 Polymerase (Stratagene, Amsterdam/Niederlande) 
Thymidin (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) 
Tri-Natriumzitrat-Dihydrat (Roth, Karlsruhe) 
TrisBase (USB, Ohio/USA) 
Tris-HCl (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
Trypsin EDTA (Invitrogen, Karlsruhe) 
Trypanblau 0,4% (Invitrogen, Karlsruhe) 
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Ultrafree-DA-Säulen (Millipore GmbH, Eschborn) 
Vectashield  (Linaris, Wertheim) 
Wasserstoffperoxid (H2O2) 30% (Roth, Karlsruhe) 
Wasserstoffperoxid (H2O2) 3% (Coulter-Immunotech, Hamburg) 
Zitronensäure-Monohydrat (Fluka, Buchs/CH) 
 
4.1.3.3 Primer 
Für Northern-Blots – mit den jeweiligen Positionen im offenen Leseraster von 
PLK1 (NCBI Accession-Nummer X75932), β-Aktin (NCBI Accession-Nummer 
X00351 und GAPDH-2 (NCBI Accession-Nummer M17851): 
PLK1-17-low:  5´-TGATGTTGGCACCTGCCTTCAGC-3´ (Position 1533 – 1554) 
β-Aktin-low:   5´-CATGAGGTAGTCAGTCAGGTC-3´ (Position 591 – 611) 
GAPDH-2:  5´-TCCCTGCCTCTACTGGCGCT-3´ (Position 653 – 672) 
PLK1-150as:  5´-GCAGCAGAGACTTAGGCACAA-3´ (Position 310 – 330) 
 
Für die Klonierung – mit den Positionen im offenen Leseraster von PLK1 (NCBI 
Accession-Nummer X75932): 
shRNA/PLK1: 5´-GGCGGCTTTGCCAAGTGCTTA-3´ (247–266) 
 5´-AGCTTAAGCACTTGGCAAAGCCGCC-3´  (266–247) 





 5´-AATTCAAAAAGGGCCCTGTACTAGGTTGCTG  -3´ 
 5´-AATTCCAGCAACCTAGTACAGGGCCCTTTTT-3´ 
 
Für die PCR zum Nachweis der Expressionsplasmide (pBS/U6) in den Tumoren: 
pBS-500s: 5´-GAATAGACCGAGATAGGGTTGAGT-3´ 
pBS-500as: 5´-CGTCGTTTTACAACGTCGTGACTG-3´ 
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4.1.3.4 Bakterien 
Die Bakterien, die für die Klonierung der Plasmide zur Expression der shRNAs 
eingesetzt wurden, waren E. coli DH5α (Invitrogen, Karlsruhe). DH5α ist ein Bak-
terienstamm, der häufig zur DNA- bzw. Plasmid-Herstellung eingesetzt wird, da 
er geringere Endonuklease-Aktivitäten (endA) aufweist als andere E. coli-
Stämme und dadurch die gebildeten Plasmide nicht gleich wieder abgebaut 
werden können. Außerdem konnte gezeigt werden, dass DH5α  phoA-
defizient ist. Das phoA-Gen kodiert in E. coli für die periplasmatische alkalische 
Phosphatase.  phoA-defiziente Stämme sind aus diesem Grund geeignet, 
wenn das Auftreten von unerwünschten Ereignissen, z.B. konstitutive Phospha-
tase-Mutationen oder Schwankungen in der alkalischen Phosphatase-
Aktivität, vermieden werden soll. Insgesamt hat sich also gezeigt, dass mit 
DH5α hohe Ausbeuten an Plasmid-DNA erreicht werden können, weshalb der 
Stamm zumeist für diese Anwendungen eingesetzt wird. 
 
4.1.4 Testsubstanzen 
4.1.4.1 Antisense-Oligonukleotide (ASOs) 
Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Antisense-Oligonukleotide wur-
den von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) synthetisiert, HPSF
 („high puri-
fied salt free“) aufgereinigt und direkt mittels MALDI-TOF-Analyse (Mas-
senspektrometrie) die Reinheit verifiziert. Die Lage in der PLK1-Sequenz und die 
jeweiligen PLK1-ASO-Sequenzen sowie die Sequenz und die Lage des HSV-
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Abbildung 16:  Lageplan der verschiedenen gegen PLK1 gerichteten ASOs 
Es ist symbolisch in blau die PLK1-mRNA dargestellt mit 5´- und 
3´-untranslatiertem Bereich sowie offenem Leseraster und an-





Oligo-Nummer  Sequenz  Lage in der PLK1- bzw. 
HSV-mRNA 
P1  cctccccggcaactctcgag 5´-UTR 
P2  cgcaccgctccgctcctccc 5´-UTR 
P3  gcagagcctccgcaccgctc 5´-UTR 
P4  gcagacctcgatccgagcag 5´-UTR 
P5  catgctcccgaagctgcgct 5´-UTR 
P6  gtcactgcagcactcatgct offener  Leseraster 
P7  gtgccagcttccctgcagtc offener  Leseraster 
P8  cccagggtcggccggtgccc offener  Leseraster 
P9  ggagctgcaactccggggac offener  Leseraster 
P10  cgggatctctttcgccggtg offener  Leseraster 
P11  gagggcagctattaggaggc offener  Leseraster 
P12  accagtccggaggggagggc 3´-UTR 
P13  gggccccagatgcaggtggg 3´-UTR 
P14  gcgggagccaaccagtatgg 3´-UTR 
P15  ctgcagacatggcaccgcgg 3´-UTR 
P16  caccggggctggggggcaca 3´-UTR 
P17  tgcagctctgcccagccacc 3´-UTR 4.1  Material und Methoden - Testsubstanzen  68
P18  cccacctgcaaggatgatgc 3´-UTR 
P19  tgtacaaaaataacttatac 3´-UTR 
P20  ggacaaggctgtagaaccca 3´-UTR 
P21  ggtggggttgagggggaggg 3´-UTR 
P22  gaaatattctgtacaattca 3´-UTR 
P23  aagctgcgctgcagacctcg 5´-UTR 
P24  aagctgacttgcagacctcg 5´-UTR 
P25  aagctgactgtgagacctcg 5´-UTR 
P26  aagctgactgtgagacctta 5´-UTR 
HSV  gcggaggtccatgtcgtacgc offener  Leseraster 
 
Tabelle 4:  Sequenzen der eingesetzten ASOs gegen PLK1 und HSV 
 
 
4.1.4.2 Small-interfering RNA (siRNA) 
Die in den in vitro- und einem Teil der in vivo-Experimente eingesetzten siRNAs 
wurden von Dharmacon (Colorado, USA) erworben. Die siRNAs wurden von 
Herstellerseite aus annealed, entsalzt und die Schutzgruppen wurden entfernt. 
Danach wurden sie über Gele aufgereinigt und lyophilisiert, so dass sie direkt 
in RNase freiem H2O aufgenommen werden konnten. 
Die Konstruktion der siRNAs erfolgte nach dem Schema von Elbashir et al. 
(Elbashir S.M. et. al. 2001a), d.h. es wurden Sequenzbereiche gewählt, in de-
nen von 5´ nach 3´ zwei Adenosine, 19 beliebige Nukleotide und zwei Thymi-
dine folgen, um so 21-Nukleotid-lange siRNAs zu erhalten, die einen 3´-
Überhang von zwei Deoxythymidinen besitzen, um die Stabilität der siRNAs 
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Die gegen PLK1 (NCBI Accession-Nummer: X75932) gerichteten Sequenzen 
korrespondieren zu folgenden Positionen des offenen Leserasters  von PLK1:  
siRNA2: 178-200   
siRNA3: 362-384   
siRNA4: 1416-1438   
siRNA5: 1572-1594.   
 
siRNA1, gerichtet gegen die Lamine A/C (NCBI Accession-Nummer: X03444), 
korrespondiert zu den Positionen 608-630 bezogen auf das Startcodon 
(Elbashir S.M. et. al. 2001a). siRNA4S („scrambled“) repräsentiert siRNA4 als 
randomisierte Sequenz und wurde als Negativkontrolle eingesetzt. 
 
Weitere synthetische siRNAs, siRNA4 und siRNA4S, die für einen Teil der in vivo-
Experimente eingesetzt wurden, wurden freundlicherweise von der Firma Ri-
bopharma AG in Kulmbach zur Verfügung gestellt. Auch diese waren annea-
led, aufgereinigt, entsalzt und bereits auf die einzusetzende Konzentration in 
Annealingpuffer eingestellt.  
 
4.1.5 Plasmide 
Neben den selber hergestellten parentalen und rekombinanten Plasmiden 
(vgl. Kapitel 4.2.3) wurden noch weitere Plasmide (pBS/U6, 
pBS/U6/shRNA/PLK1 und pBS/U6/shRNA/PLK1S) bei der Firma PlasmidFactory in 
Bielefeld in Auftrag gegeben, um standardisierte Qualität der Plasmide zu 
gewährleisten. Diese wiesen „Research Grade“ und damit eine besonders 
hohe Reinheit auf, insbesondere Endotoxinfreiheit, hohe Homogenität, keine 
Verunreinigungen mit genomischer DNA oder mit RNA. Dies wurde durch 
chromatographische Aufreinigung der Plasmide von löslichen Biomolekülen, 
wie z.B. chromosomaler DNA, RNA, Nukleotiden, Fetten, Proteinen, Aminosäu-
ren, Sacchariden und Endotoxinen sowie von Salzen und anderen Pufferkom-
ponenten, erzielt. Über 90% der Plasmide weisen durch diese Behandlung die 
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4.1.6 Zelllinien und primäre Zellen 
A549 Bronchial-Karzinom (DSMZ, Braunschweig) 
HeLa S3 Zervix-Karzinom (DSMZ, Braunschweig) 
HMEC human mammary epithelial cell system (Clonetics, Verviers/Belgien) 
MCF-7 Mamma-Karzinom (DSMZ, Braunschweig) 
MDA-MB-435 Mamma-Karzinom (CLS, Heidelberg) 






  2% L-Glutamin 
  1% Penicillin–Streptomycin 
 
HeLa S3: 
HAM´S NUTRIENT Medium F12 
10% FCS 
  2% L-Glutamin 
  1% Penicillin–Streptomycin 
 
HMEC: 
MEBM Minimum essential basal medium 
SingleQuots:   0,5 ml Insulin (5 mg/ml)  
  0,5 ml Hydrocortison (0,5 g/ml) 
  0,5 ml hEGF – Epidermal Growth Factor, human, recombinant 
(10 µg/ml) 
  2,0 ml BPE – Bovine Pituitary Extract 
  0,5 ml GA – Gentamycinsulfat Amphotericin-3 
Diese Mengen wurden vom Hersteller mitgeliefert und wurden jeweils zu 500 




  2% L-Glutamin 





  1,25% L-Glutamin 





  2% L-Glutamin 
  1% Penicillin–Streptomycin 
 
Das Medium zum Einfrieren der jeweiligen Zelllinien wurde folgendermaßen 
zusammengesetzt: 





Bei den in den humanen Xenograft-Experimenten eingesetzten Mäusen han-
delt es sich um immunsupprimierte Nacktmäuse (nu/nu) NMRI.  
Für die ASO-Versuche mit der Zelllinie A549 wurden Männchen verwendet, mit 
der Zelllinie MDA-MB-435 wurden Weibchen verwendet, die jeweils im Alter 
von 4 – 6 Wochen von der Firma Harlan-Winkelmann (Borchen) bezogen und 
nach einer kurzen Ruhezeit von fünf bis sieben Tagen transplantiert wurden. 4.1  Material und Methoden - Lösungen  72
Die Mäuse für die siRNA-Versuche mit den Zelllinien MCF-7, SW-480 und MDA-
MB-435 entstammten aus der Zucht der Zentralen Forschungseinrichtung des 
Klinikums der Johann Wolfgang Goethe-Universität und wurden ebenfalls im 
Alter von 4 – 6 Wochen transplantiert. Für die Versuche mit den shRNA-
exprimierenden Plasmiden bzw. dem parentalen Plasmid wurden ebenfalls 
Weibchen aus der eigenen Zucht eingesetzt, denen auch hier im Alter von 4 – 
6 Wochen die Tumoren der Zelllinien HeLa S3 transplantiert wurden.  




4.1.9.1 Lösungen für die Klonierung 
MgSO4/MgCl2-Lösung: 
1 M MgSO4 
1 M MgCl2 
in H2O deion. lösen und sterilfiltrieren 
 
SOB-Medium: 
  1% (w/v) Hefeextrakt 
  2% (w/v) Bacto-Trypton (= Select Peptone 140) 
10 mM NaCl 
   2,5 mM KCl 
in H2O deion. ansetzen. 
Die Lösung wurde autoklaviert und nach dem Autoklavieren auf 10 mM MgCl2 
und MgSO4 mit 1M MgSO4/MgCl2-Lösung eingestellt, danach wurde der pH-
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TFB I-Puffer: 
  30 mM Kaliumazetat, pH 7,0 
100 mM RbCl2 
  50 mM MnCl2 
  10 mM CaCl2 
  15% (v/v) Glycerol 
mit H2O deion. auf 475 ml auffüllen und mit 0,2 N NaOH auf pH 5,8 einstellen, 
ad 500 ml, sterilfiltrieren. Die Lösung kann bei +4°C gelagert werden.  
 
TFB II-Puffer: 
10 mM MOPS, pH 7,5 
75 mM CaCl2 
10 mM RbCl2 
15% (v/v) Glycerol 
sterilfiltrieren, bei +4°C lagern 
 
Annealing-Puffer: 
100 mM Kaliumazetat 
  30 mM HEPES-KOH, pH 7,4 
    2 mM Magnesiumazetat 
 
LB-Medium: 
LB-Broth enthält:   10 g/l Trypton 
    5 g/l Yeast Extrakt 
    5 g/l NaCl 




287 µM Ampizillin in LB-Medium 
 
 4.1  Material und Methoden - Lösungen  74
LB-Agarplatten mit oder ohne Ampizillin: 
LB Agar enthält:   10 g/l Trypton 
    5 g/l Yeast Extrakt 
    5 g/l NaCl 
  15 g/l Agar 
35 g LB Agar wurden in LB-Ampizillin-Medium oder in LB-Medium gelöst und 




4.1.9.2 Lösung für die Transfektion mit DOTAP 
HBS (HEPES-buffered saline): 
150 mM NaCl  
  20 mM HEPES 
pH 7,4 
Diese Lösung wurde steril filtriert. 
 
4.1.9.3 Lösungen für die Transfektion mit Plasmid-DNA 
TE-Puffer: 
10 mM Tris, pH 8,5 
  1 mM EDTA 
 
ATA-Stammlösung: 
2,4 mM ATA in H2O deion. lösen und steril filtrieren 
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4.1.9.4 Lösungen für Western-Blots 
Lysepuffer für die Krebszelllinien: 
  50 mM Hepes 
250 mM NaCl 
    0,1% (v/v) NP-40 
  10% (v/v) Glycerol 
pH 7,0 
Von diesem Lysepuffer wurden 10 ml eingesetzt und jeweils frisch versetzt mit: 
10 µl     1 M DTT 
20 µl     0,2 M PMSF 
10 µl 100 nM Na3VO4 
  1 Proteininhibitor-Tablette 
 
Lysepuffer für HMECs (SDS-Puffer): 
  4% (w/v) SDS  
20% (v/v) Glycerol 
  0,12 M TRIS, pH 6.8 
Von diesem Lysepuffer wurden ebenfalls 10 ml eingesetzt und versetzt mit: 
10 µl     1 M DTT 
20 µl     0,2 M PMSF 
10 µl 100 nM Na3VO4 
1 Proteininhibitor-Tablette 
 
Für die photometrische Bestimmung des Proteingehaltes in den gewonnenen 
Lysaten wurde folgendes angesetzt: 
800 µl H2O deion. 
200 µl Bradford-Reagenz 
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10% (w/v) SDS-Lösung: 
100 g SDS wurden in 900 ml H2O deion. gelöst (auf 68°C erwärmen). Nach 
dem Abkühlen wurde der pH-Wert mit HCl konz. auf 7,2 eingestellt und dann 
auf 1 l mit H2O deion. aufgefüllt. 
 
5x SB: 
  30 nM Bromphenolblau 
270 µM Glycerol 
    0,5% (w/v) SDS 
  63 µM Tris-HCl, pH 6,8 
250 µM DTT 
 
10x RB:   
    1,9 M  Glycin 
250 mM Tris-Base 
 
Laufpuffer: 
100 ml 10x RB 
  20 ml 10% SDS 
ad 1 l  mit H2O deion. 
 
Blotpuffer: 
100 ml  10x RB 
200 ml MeOH 
ad 1 l  mit H2O deion. 
 
5% (w/v) Milchpuffer (Blocking-Puffer) : 
5 g Magermilchpulver wurden in 100 ml PBS mittels Magnetrührer dispergiert 
(ca. 20-30 min.). 
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PBS-T: 
200 ml 10x PBS 
ad 2 l mit H2O deion. 
Zugabe von 4 ml Tween-20 
 
4.1.9.5 Lösungen für Northern-Blots 
10x MOPS: 
400 mM MOPS 
100 mM Na-Azetat 
  25 mM EDTA 
in DEPC-H2O lösen 
pH 7,0; mit NaOH einstellen (wenn pH>7,0 verwerfen, nicht mit HCl titrieren) 
 
Gesättigte Bromphenolblau-Lösung: 
1 Spatelspitze in 1 ml DEPC-H2O lösen 
 
Agarose-Gel 1%: 
195 ml H2O deion. 
  35 ml 10x MOPS (Morpholino-propan-sulfonsäure) 
    2,3 g Agarose 
 
Ladepuffer: 
720 µl Formamid 
420 µl Formalin 
150 µl 10x MOPS 
100 µl Glycerol 
  60 µl Ethidiumbromid 
  50 µl Bromphenolblau 
100 µl DEPC-H2O 
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Laufpuffer: 
250 ml 10x MOPS 
    2 l DEPC-H2O 
500 ml Formalin 
 
20x SSC: 
    3 M NaCl 
300 mM Tri-Natriumzitrat-dihydrat 
 
10x PCR-Puffer: 
100 nM Tris-HCl, pH 8,8 
500 nM KCl 
  15 nM MgCl2 
    0,1% (w/v) Gelatine 
 
Waschpuffer (hohe Salzkonzentration: 5x SSC, 0,1% SDS): 
250 ml 20x SSC 
  10 ml 10% SDS 
ad 1 l H2O deion. 
 
Waschpuffer (hohe Salzkonzentration: 2x SSC, kein SDS): 
100 ml 20x SSC 
ad 1 l H2O deion. 
 
Waschpuffer (niedrige Salzkonzentration: 0,1x SSC, 0,1% SDS): 
  5 ml 20x SSC 
10 ml 10% SDS 
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„Strip“-Solution: 
Hierfür wurde der Waschpuffer mit hoher Salzkonzentration (5x SSC, 0,1% SDS) 
1 : 1 mit H2O deion. verdünnt, so dass ein Puffer mit 2,5x SSC und 0,05% SDS 
entstand. 
 
4.1.9.6 Lösungen für Southern-Blots 
Depurinierungspuffer: 
0,25 M HCl 
 
Denaturierungspuffer: 
0,5 M NaOH 
1,5 M NaCl     
 
Neutralisierungspuffer: 
1,5 M NaCl 
0,5 M Tris-HCl, pH 7,2 
1 mM EDTA, pH 8,0 
 
4.1.9.7 Lösungen für Kinaseassays 
Lysepuffer (RIPA): 
  20 mM Tris-HCl, pH 7,4 
    1% (v/v) NP-40 
    0,25% (v/v) Na-Deoxycholat 
150 mM NaCl 
    1 mM EDTA 
    0,1% (w/v) SDS 
  50 mM NaF 
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Kinasepuffer: 
  20 mM HEPES pH 7,4 
150 mM KCl   
  10 mM MgCl2 
      1 mM EGTA 
    0,5 mM DTT 
    5 mM NaF 
    0,1 mM Na3VO4 
 
Kinasereaktion (Kinasepremix; ATP-Mix): 
für fünf Proben: 
88 µl Kinasepuffer 
10 µl 1 mM ATP 
10 – 30 µCi [γ-32P]-ATP 
  3 µl Kinase 
 
Laufpuffer: 
wie bei Western-Blots (Kapitel 4.1.9.4) beschrieben 
 
Fixierlösung: 
70% (v/v) H2O deion. 
20% (v/v) MeOH 
10% (v/v) Essigsäure 
 
Coomassie-Lösung: 
    6 mM Coomassie Brilliant Blue G-250 
908 ml MeOH 
908 ml H2O deion. 
184 ml Essigsäure 
dispergieren und filtrieren 
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Schnellentfärber: 
40% (v/v) H2O deion. 
40% (v/v) EtOH 
20% (v/v) Essigsäure 
 
4.1.9.8 Lösung für die Immunfluoreszenz 
1% (w/v) BSA-Lösung: 
1 g BSA im Becherglas auf 100 ml PBS geben und bei RT sedimentieren lassen. 
 
4.1.9.9 Lösungen für die Immunhistochemie 
AEC-Gebrauchslösung: 
2 Tropfen Natriumazetat-Pufferkonzentrat 
2 Tropfen Chromogen AEC 
2 Tropfen H2O2-Lösung 3% 




150 µM Natriumazid 
500 mg BSA in 100 ml PBS lösen 
pH 7,2 – 7,4 
 
Citratpuffer (10 mM, pH 6,0): 
1,8 mM Zitronensäure-Monohydrat 
8,2 mM Tri-Natriumzitrat-Dihydrat 
 
0,1% (v/v) Triton X-100: 
1 ml Triton X-100 in 1 l PBS lösen 
pH 7,2 – 7,4 
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4.2 Methoden 
4.2.1 Zellkultur 
Als Zellkultur wird die Züchtung und Vermehrung höherer Zellen in vitro be-
zeichnet. Hierfür werden Brutschränke eingesetzt, in denen eine kontrollierte 
Atmosphäre herrscht, für die meisten eukaryontischen Zelltypen sind dies 5% 
CO2 und eine Temperatur von 37°C. Die meisten kultivierten Zellen wachsen 
hierbei als Monoschicht (Monolayer). Die nicht-adhärenten Zellkulturen wer-
den Suspensionskultur genannt.  
 
Um die adhärenten Zellen zu subkultivieren, wurde das Medium entfernt, die 
Zellen wurden mit PBS gewaschen und danach mit Trypsin von der Kulturge-
fäßoberfläche gelöst. Dieser Prozess wurde unter dem Mikroskop überwacht. 
Nachdem sich alle Zellen von der Kulturgefäßoberfläche gelöst hatten, wurde 
das Trypsin durch Zugabe des doppelten Volumens FCS-haltigen Kulturmedi-
ums inaktiviert. Diese Zellsuspension wurde im Anschluss bei 248 x g und Raum-
temperatur 10 min. zentrifugiert, das Zellpellet in frischem Kulturmedium re-
suspendiert und in neue Kulturgefäße ausgesät. Um bei der Kultivierung euka-
ryontischer Zelllinien (neben der Temperatur und dem CO2-Gehalt der Atmo-
sphäre im Brutschrank) möglichst physiologische Bedingungen zu erreichen, 
werden die Zellen in halbsynthetischen Wachstumsmedien (vgl. Kapitel 4.1.7) 
gezüchtet. 
 
Für alle Transfektionsexperimente mit ASOs, siRNAs oder Plasmiden (vgl. Kapi-
tel 4.2.5, 4.2.6 und 4.2.7) wurden die Zellen am Tag vor der Transfektion subkul-
tiviert und in einer definierten Zellzahl von 5 × 105/25 cm2 Wachstumsfläche 
ausgesät. 
 
4.2.2 Bestimmung der Zellzahl und der Vitalität 
Die Zellzahlbestimmung wurde nach der Methode von Sandström (Sandstrom 
C. 1965) mit dem sogenannten Trypanblau-Ausschluss-Test durchgeführt. Es 4.2  Material und Methoden - Herstellung der Plasmide zur Expression von hairpin-RNAs 
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handelt sich hierbei um eine einfache Methode, in einem Schritt Zell-Vitalität 
und Zellzahl zu bestimmen. Geschädigte oder tote Zellen können den Farb-
stoff aufnehmen und erscheinen daher blau-violett, ungeschädigte Zellen 
nehmen aufgrund ihrer intakten Zellmembran den Farbstoff nicht auf und 
werden so auch nicht gefärbt.   
Hierfür wurden jeweils nach der Zentrifugation beim Subkultivieren der Zellen 
10 µl Zellsuspension mit 10 µl Trypanblau in 1,5 ml-Eppendorfgefäßen gemischt 
und ca. 10 µl in die Neubauer-Zählkammer (Hämazytometer) gegeben. Unter 
dem Mikroskop wurden bei 100-facher Vergrößerung vier Großquadrate mit 
jeweils 16 Kleinquadraten ausgezählt und Mittelwerte gebildet. 
 
Vitalität und Zellzahl lassen sich folgendermaßen bestimmen:  
 
 Vitalität (%) = 
∑ Zellen   aller  
Zellen   ungefärbte
 x 100  
 
 Zellzahl/ml: Σ aller Zellen eines Großquadrates x 104 x 2  
 
Die „2“ in der unteren Formel für die Bestimmung der Zellzahl ist der Verdün-
nungsfaktor, da 10 µl Zellsuspension mit 10 µl Trypanblau gemischt wurden. 
 
4.2.3 Herstellung der Plasmide zur Expression von hairpin-RNAs gegen PLK1 
4.2.3.1 Herstellung kompetenter E. coli-Bakterien 
Zuerst wurde eine Vorkultur hergestellt. Dafür wurde eine E. coli-
Bakterienkolonie in 5 ml SOB-Medium überimpft und unter Schütteln bei 150 
U./min. bei 37°C bis zu einer Zelldichte von 1-2 × 108/ml (entsprechend etwa 
einer OD von 0,4 – 0,5 bei 600 nm) kultiviert. Diese Bakterien wurden dann mit 
dem gleichen Volumen an 40% Glyzerol/60% SOB-Medium verdünnt und für 5 
min. auf Eis gestellt. Diese Suspension kann bei –80°C gelagert werden. 4.2  Material und Methoden - Herstellung der Plasmide zur Expression von hairpin-RNAs 
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Aus dieser Vorkultur wurden 100 µl entnommen und damit 50 ml auf 37°C vor-
gewärmtes SOB-Medium in einem 500 ml-Schikanen-Erlenmeyerkolben ange-
impft. Die Zellen wurden für 2 – 3 Stunden bei 37°C unter Schütteln (ca. 150 
U./min.) kultiviert, bis eine Dichte entsprechend einer OD von 0,4 – 0,5 bei 600 
nm erreicht wurde. Daraufhin wurden die Zellen auf Eis abgekühlt, bei 210 x g 
und +4°C 15 min. zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet 
in TFB I-Puffer aufgenommen und vorsichtig, aber gründlich resuspendiert. Die-
se Suspension wurde mindestens 30 min. auf Eis inkubiert, und erneut bei 210 x 
g für 15 min. bei +4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde erneut verworfen 
und das Pellet in TFB II-Puffer resuspendiert. Nach einer erneuten Inkubation 
von 5 min. auf Eis wurde DMSO zugegeben, gemischt und für weitere 5 min. 
auf Eis inkubiert. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt. Dann konnte die 
Suspension aliquotiert und bei –80°C gelagert werden.   
  
4.2.3.2 Annealing, Restriktionsverdau und Ligation 
Die Plasmide für die Expression von hairpin-RNAs wurden mit Hilfe des pSilen-
cerTM 1.0-U6 siRNA-Expressions-Vektors  konstruiert, der eine Ampizillin-Resistenz 
trägt, um später die Bakterien, die erfolgreich transformiert wurden, selektie-
ren zu können. Zu diesem Zweck wurde eine Zwei-Stufen-Klonierung durchge-
führt, die aus den folgenden Schritten bestand: 
 
Das erste Insert wurde hergestellt, indem ein 21-Nukleotid-langes Oligonukleo-
tid (5’-GGCGGCTTTGCCAAGTGCTTA-3’) mit einem 25-Nukleotid-langen Oli-
gonukleotid (5’-AGCTTAAGCACTTGGCAAAGCCGCC-3’) annealed wurde. 
Die Annealing-Reaktion fand unter folgenden Bedingungen statt: Es wurde 5 
min. bei 95°C und anschließend 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Das so erhaltene 
siRNA-Insert kann entweder sofort für die Ligation eingesetzt werden oder bei 
–20°C aufbewahrt werden. 
 
Um die erste Ligation vorzubereiten, erfolgte der Restriktionsverdau des pSi-




↓C) und HindIII (A
↓AGCTT). Dazu wurde für 1½ Stunden bei 37°C in-
kubiert. Die überstehenden Enden an der Apa I-Schnittstelle (
G
CCCGG ) wurden 
sodann mit DNA-Polymerase I (Klenow) abverdaut, um so stumpfe Enden (
G
C ) 
zu erzielen. Zu diesem Zweck wurde mit 1 Unit Klenow/µg DNA für 15 min. bei 
25°C inkubiert, EDTA zugegeben (Endkonzentration 10 mM) und für 20 min. auf 
75°C erhitzt. Anschließend wurden die Plasmide für ca. 30 min. bei 100 V auf 
einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt, um die geschnittenen von den unge-
schnittenen Plasmiden zu trennen, und die geschnittenen Plasmide im An-
schluss mit Hilfe der Ultrafree-DA-Säulen aus dem Gel aufgereinigt. 
Das erste Insert (
A CCAAGTGCTT GGCGGCTTTG
ATTCGA CCATTCACGA CCGCCGAAAG ) mit der siRNA-Sequenz, die siRNA2 
aus Kapitel 4.1.4.2 entspricht, wurde in der anschließenden Ligation bei 25°C 
für 15 – 20 min. mit Quick-Ligase aus dem Quick LigationTM-Kit in den geschnit-
tenen pSilencerTM 1.0-U6-Vektor eingefügt. Das entstehende Intermediär-
Plasmid enthielt damit die Sequenz von siRNA2 (vgl. Kapitel 4.1.4.2) und wurde 
für die weiteren Klonierungsschritte für die hairpin-RNAs, gerichtet gegen die 
PLK1-Sequenz, eingesetzt.  
 
In 3´-Richtung vom ersten Insert sollte anschließend das zweite Insert, das die 
6-Nukleotid-lange Verbindungsschleife, das invertierte Motiv und die fünf ter-
minierenden Thymidine enthält, ligiert werden. Dazu wurde wiederum erst das 
zweite Insert mittels Annealing hergestellt, indem das invertierte Motiv, das die 
6-Nukleotid-lange Schleife und darüber hinaus die terminierenden fünf Thymi-
dine enthält (5’-AGCTTAAGCACTTGGCAAAGCCGCCCTTTTTG-3’) für 5 min. 
bei 95°C und anschließend 1 Stunde bei 37°C mit dem entsprechenden Oli-
gonukleotid (5’-AATTCAAAAAGGGCGGCTTTGCCAAGTGCTTA-3’) inkubiert 
wurde. Auch dieses Insert kann entweder bei –20°C gelagert werden oder 
direkt für die Ligation verwendet werden. 
 
Das auf oben beschriebene Weise hergestellte Intermediär-Plasmid, das die 
siRNA2-Sequenz enthält, wurde sodann jeweils mit 30 Units HindIII (A
↓AGCTT) 
und EcoR I (G
↓AATTC) wie ebenfalls oben beschrieben (1½ Stunden bei 37°C) 4.2  Material und Methoden - Herstellung der Plasmide zur Expression von hairpin-RNAs 
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verdaut, wodurch das Plasmid direkt 3´ vom bereits eingefügten ersten Insert 
geschnitten wurde (HindIII-Schnittstelle). Dabei entstanden folgende Über-
hänge: 
A
TTCGA  und 
AATTT
A          . Nach der Aufreinigung der geschnittenen Plasmide 
aus dem 1%igen Agarosegel wurde in der anschließenden Ligation (15 – 20 
min., 25°C) das eben hergestellte zweite Insert 
(
TG CCGCCCTTTT CTTGGCAAAG AGCTTAAGCA
AA GGAAAAACTT CGTTTCGGCG ATTCGTGAAC            )  in diese Schnittstellen eingefügt, um so 
pBS/U6/shRNA/PLK1 zu erhalten.  
 
Mit den in Kapitel 4.1.3.3 für shRNA/PLK1S angegebenen Primern wurde nach 
dem gleichen Protokoll das Plasmid pBS/U6/shRNA/PLK1S für die Expression 
von shRNA/PLK1S, der korrespondierenden „scrambled“-Sequenz konstruiert. 
 
Der prinzipielle Aufbau des Plasmids mit den beiden 21-Nukleotid-langen Se-
quenzen und die 6-Nukleotid-lange Verbindungsschleife für die Konstruktion 
der rekombinanten Plasmide sowie die Sequenzen der gegen die PLK1-
Sequenz gerichteten hairpin-RNA shRNA/PLK1, entsprechend siRNA2 (vgl. Ka-
pitel 4.1.4.2), und ihrer „scrambled“ Kontrolle shRNA/PLK1S sind in der folgen-
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5´                                                                                                                                     TTTTT 3´                       
                                                                                                                                                           
                  
                 
            
 
 shRNA/PLK1                        GGGCGGCUUUGCCAAGUGCUU 
                             UUUUCCCGCCGAAACGGUUCACGAA        
 
 shRNA/PLK1S               GGGCCCUGUACUAGGUUGCUG  
          UUUUCCCGGGACAUGAUCCAACGAC                 
                                                  
 
Abbildung 17:  Struktur des pSilencerTM 1.0-U6-Vektors mit Schnittstellen und 
siRNA sowie Sequenzen für shRNA/PLK1 und shRNA/PLK1S 
Dargestellt ist die prinzipielle Struktur des Vektors mit der 21-
Nukleotid-langen Sequenz, der invertierten Sequenz und der 6-
Nukleotid-langen Verbindungsschleife. Außerdem sind die Se-




4.2.3.3 Transformation und anschließende Plasmid-Präparation 
Um die Plasmid-DNA zu gewinnen, wurden zuerst die kompetenten E. coli-
Bakterien (vgl. Kapitel 4.2.3.1) transformiert. Dazu wurden sie in 1,5 ml-
Eppendorfgefäßen auf Eis aufgetaut. Zu 100 µl kompetenten Bakterien wur-
den 18 µl des Ligationsansatzes, der das jeweilige Plasmid enthielt, zugege-
ben und weitere 30 min. auf Eis inkubiert. Danach erfolgte der Hitzeschock 
von 1½ min. bei 42°C, der dafür sorgt, dass die Permeabilität der Zellwand er-
höht wird und die Bakterien dadurch die Plasmide aufnehmen. Es wurden 950 
µl LB-Medium zugegeben und im Bakterienschüttler für 30 min. bei 37°C und 
150 U./min. inkubiert. Im Anschluss wurden jeweils 100 µl auf LB-Agarplatten 
EcoRI  Apa I HindIII 
 21-nt coding sequence  6-nt  21-nt rev coding sequence U6 Promoter 4.2  Material und Methoden - Herstellung der Plasmide zur Expression von hairpin-RNAs 
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mit Ampizillin-Resistenz ausgestrichen, um die Bakterien zu selektieren, die das 
Plasmid und damit auch die Ampizillin-Resistenz aufgenommen haben. Diese 
Klone wurden gepickt und für die unterschiedlichen Präparationen in ver-
schiedenen Volumina LB-Ampizillin-Medium angesetzt. 
 
Für eine anschließende Plasmid-Präparation (mit dem HiSpeedTM Plasmid Puri-
fication Kit Midi/Maxi von Qiagen entsprechend den Herstellerangaben) wur-
den die Klone in 5 ml LB-Ampizillin aufgenommen, und für ca. 8 Stunden im 
Bakterienschüttler bei 37°C und 150 U./min. inkubiert. Anschließend wurde bei 
16,1 x g für 10 sec. zentrifugiert. Für die Maxi-Präparation wurden die Klone in 
50 ml LB-Ampizillin aufgenommen, ebenfalls für ca. 8 Stunden im Bakterien-
schüttler bei 37°C und 150 U./min. inkubiert und zentrifugiert (1200 x g, 10 
min.). Danach wurden die Bakterienpellets erneut in LB-Medium aufgenom-
men und für 12 – 16 Stunden im Bakterienschüttler bei 37°C und 150 U./min. 
inkubiert. Die Bakterienzellen wurden durch Zentrifugation bei 1200 x g für 15 
min. bei +4°C geerntet und in 6 ml/10 ml Puffer des im Kit enthaltenen Puffers 
P1 (Midi/Maxi-Präp.) resuspendiert. Puffer P1 enthält RNase A in einer Endkon-
zentration von 100 µg/ml. Weitere 6 ml/10 ml Puffer P2 wurden zugegeben, 
gründlich gemischt und 5 min. bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die 
im Kit enthaltenen QIAfilter Cartridges vorbereitet und in ein entsprechendes 
QIArack gesetzt. Zu den Bakterienlysaten wurden 6 ml/10 ml auf +4°C-
vorgekühlter Puffer P3 gegeben, sofort gemischt, die Lysate sofort auf die 
QIAfilter Cartridge gegeben und für 10 min. bei RT inkubiert. Die HiSpeed Midi 
oder Maxi Tips wurden durch Zugabe von 4 ml/10 ml Puffer QBT äquilibriert. Im 
Anschluss wurden die Lysate aus den QIAfilter Cartridges auf die äquilibrierten 
HiSpeed Tips gegeben und sedimentieren gelassen. Die HiSpeed Tips wurden 
mit 20 ml/60 ml Puffer QC gewaschen. Anschließend wurde die DNA mit 5 
ml/15 ml Puffer QF eluiert, durch Zugabe von 3,5 ml/10,5 ml Isopropanol bei RT 
präzipitiert, indem gemischt und dann 5 min. bei RT inkubiert wurde. Während 
dieser Inkubation wurden die QIAprecipitator Midi oder Maxi Module auf 20 
ml/30 ml-Spritzen und diese wiederum auf Abfallflaschen gesetzt. Das Elu-4.2  Material und Methoden - Der Nukleaseinhibitor ATA (Aurintricarboxyl-Säure)  89
at/Isopropanol-Gemisch wurde in eine Spritze überführt und durch den 
QIAprecipitator gepresst, wobei die DNA an die Membran im QIAprecipitator 
gebunden wurde. Der QIAprecipitator wurden von der Spritze entfernt und in 
diese 2 ml frischer 70%iger Ethanol gegeben, womit die DNA gewaschen 
wurde. Danach wurden die QIAprecipitatoren wieder von den Spritzen ent-
fernt, erneut auf die Spritzen gesetzt und anstelle des Puffers Luft durchge-
drückt, um die Membran des QIAprecipitators und damit die daran gebun-
dene DNA zu trocknen. Danach wurde der QIAprecipitator auf ein frisches 1,5 
ml-Eppendorfgefäß gesetzt, und mit 1 ml TE-Puffer wurde die DNA von der 
Membran in das Eppendorfgefäß eluiert. Dieses Eluat wurde in eine 5 ml-
Spritze überführt und erneut durch den QIAprecipitator gepresst, um die DNA-
Ausbeute zu erhöhen. Die so eluierten Plasmide wurden in TE-Puffer bei –20°C 
aufbewahrt.  
 
4.2.4 Der Nukleaseinhibitor ATA (Aurintricarboxyl-Säure) 
Da freie DNA sehr anfällig gegenüber dem Angriff von Exo- oder Endonuklea-
sen ist, wurde zwecks Stabilisierung von Plasmid-DNA der Nukleaseinhibitor Au-
rintricarboxyl-Säure (ATA) getestet. ATA wurde erstmals im Jahre 1892 syntheti-
siert, damals als Triphenylmethan-Derivat. Als pures Agens wurde es erstmals 
im Jahre 1949 synthetisiert. Als Monomer hat ATA ein Molekulargewicht von 
473 Da, es polymerisiert aber zu größeren Komplexen von bis zu 6 kDa (Guo Z. 
et. al. 1993). 
ATA inhibiert Nukleasen, wie z.B. DNase I, RNase A, SI-Nuklease oder Exo-
nuklease III, zudem verschiedene Restriktions-Endonukleasen (Blumenthal T. et. 
al. 1973; Hallick R.B. et. al. 1977). Dabei fungiert es in seiner polymeren Form 
als kompetitiver Inhibitor, der mit der Nukleinsäure um die Bindungsstelle der 
Nuklease konkurriert und dadurch die Nukleaseaktivität direkt ausschaltet 
(Gonzalez R.G. et. al. 1980). 
 
ATA war in einer Studie von Glasspool-Malone et al. bei der Transfektion von 
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bensdauer von reiner DNA im Organismus zu verlängern (Glasspool-Malone J. 
et. al. 2002). Schon in einer früheren Studie konnten dieselben Autoren zeigen, 
dass ATA die DNase-Aktivität hemmt und so die Transfektionseffizienz in Lun-
gengewebe von Mäusen und Makaken erhöht (Glasspool-Malone J. et. al. 
1999). In dieser Studie konnte auch mit 6 mg ATA/kg Körpergewicht/Tag in der 
Maus die LD50 ermittelt werden. Dennoch sind Daten über die systemische 
Applikation von ATA noch rar. Der Effekt von ATA auf die Plättchenaggregati-
on wurde in Pavianen ermittelt, indem diesen ATA intravenös injiziert wurde 
(Alwayn I.P. et. al. 2000). Eine Dosis von 24 mg ATA/kg Körpergewicht/Tag 
verminderte die Plättchenaggregation, eine Dosis von 12 mg ATA/kg Körper-
gewicht/Tag jedoch führte bereits wieder zu normalen Blutparametern.  
 
Eine Nebenwirkung, die durch große Mengen an ATA auftreten kann, wird 
demzufolge dadurch verursacht, dass ATA auch ein Inhibitor des Plättchen-
Glykoproteins Ib ist (Ito T. et. al. 1999). Es ist möglich, dass es bei Überdosierung 
von ATA zu einer verminderten Plättchenaggregation kommt, die zu inneren 
Blutungen führen kann. Da die bei Mäusen ermittelte LD50 in recht hohen Kon-
zentrationsbereichen liegt, ist diese Gefahr aber minimal (s.o.). 
 
4.2.5 Transfektion mit Antisense-Oligonukleotiden (ASOs) 
Für die Untersuchungen mit ASOs wurden die folgenden Krebszelllinien einge-
setzt: MDA-MB-435 – Mammakarzinom, HeLa S3 – Zervixkarzinom und A549 – 
Bronchialkarzinom. 
Die lyophilisierten ASOs (P1 – P26 und das HSV-ASO) wurden in HBS aufge-
nommen und auf eine Endkonzentration von 0,1 µg/µl eingestellt. Das Trans-
fektionsreagenz DOTAP wurde jeweils am Versuchstag laut den Herstelleran-
gaben ebenfalls mit HBS auf die Arbeitskonzentration von 30 µl/100 µl einge-
stellt. In ersten Vorexperimenten mit FITC-markierten ASOs wurde das optimale 
Verhältnis DOTAP/ASO ermittelt, um maximale Transfektionseffizienzen zu er-
reichen. Das so bestimmte Verhältnis von 6 µl DOTAP/1 µg ASO wurde dann in 
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Die so vorbereitete ASO-Lösung (das Volumen war abhängig von dem jewei-
ligen Molekulargewicht der verschiedenen ASOs) wurde in die vorgelegte 
DOTAP-Lösung überführt und durch vorsichtiges Pipettieren gemischt. Diese 
ASO-DOTAP-Mischung inkubierte 15 min. bei RT, damit sich die Komplexe zwi-
schen dem liposomalen Transfektionsvermittler DOTAP und den ASOs bilden 
konnten. Im Anschluss daran wurde diese Mischung mit der entsprechenden 
Menge serumfreiem Opti-MEM I-Medium auf die jeweilige Endkonzentration 
eingestellt. Diese Konzentration betrug in den Konzentrationsabhängigkeits-
experimenten 10 nM – 250 nM. In allen weiteren Experimenten wurde eine 
Konzentration von 250 nM gewählt. Dieser Transfektionsmix wurde 15 min. auf 
37°C vorgewärmt und dann zu den folgendermaßen vorbereiteten Zellen ge-
geben: Die Zellen wurden in dieser Inkubationszeit zweimal mit je 5 ml war-
mem Opti-MEM I/25 cm2-Kulturgefäß gewaschen, um restliche Stoffwechsel-
produkte und Serumreste zu entfernen. Dann wurden die Zellen vorsichtig mit 
dem Transfektionsmix bzw. die Kontrollzellen nur mit vorgewärmtem Opti-MEM 
I überschichtet und im Anschluss im Brutschrank bei 37°C/5% CO2 für 3½ – 4 
Stunden inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurde der Transfektionsmix entfernt 
und frisches Kulturmedium zu den Zellen gegeben. Diese wurden dann bis zu 
den weiteren Untersuchungen für 24 – 96 Stunden bei 37°C/5% CO2 inkubiert.  
 
4.2.6 Transfektion mit siRNA 
Für die Untersuchung der Wirkung von siRNA gegen PLK1 auf Zellen in vitro 
wurden vier Krebszelllinien und ein primäres Zellsystem eingesetzt. Die Krebs-
zelllinien waren die folgenden: HeLa S3 – Zervixkarzinom, MCF-7 – Mammakar-
zinom, A549 – Bronchialkarzinom und SW-480 – Kolonkarzinom. Das untersuch-
te primäre Zellsystem waren HMECs (human mammary epithelial cells). 
 
Die doppelsträngig gelieferte siRNA (siRNA1 – 5 und siRNA4S) wurde in RNase-
freiem H2O aufgenommen und auf eine Konzentration von 20 µM eingestellt. 
Für 25 cm2-Zellkulturgefäße wurden in 1,5 ml-Eppendorfgefäßen jeweils 156 µl 
Opti-MEM I vorgelegt und 39 µl Oligofectamin zugegeben. In einem anderen 4.2  Material und Methoden - Transfektion mit Expressionsplasmiden  92
1,5 ml-Eppendorfgefäß wurden jeweils 650 µl Opti-MEM I vorgelegt und 3,9 µl 
siRNA zugegeben. Diese angegebenen Mengen ergeben eine Endkonzentra-
tion von 56 nM. Für die Konzentrationsabhängigkeitsexperimente (0,56 nM – 2 
µM) wurde entsprechend die siRNA-Menge verändert, die anderen Parame-
ter blieben gleich. Für andere Zellkulturgefäß-Größen wurden alle Parameter 
entsprechend angepasst. Nach einer Inkubationszeit von 7 – 10 min. bei RT 
wurde der Opti-MEM I/Oligofectamin-Mix zu dem Opti-MEM I/siRNA-Mix ge-
geben und weitere 20 – 25 min. bei RT inkubiert. Nach dieser Zeit wurden 494 
µl Opti-MEM I zugegeben und diese Mischung dann zu den zuvor mit Opti-
MEM I gewaschenen Zellen gegeben und für 4 Stunden bei 37°C/5% CO2 im 
Brutschrank inkubiert. Die Kontrollzellen wurden nur mit Opti-MEM I inkubiert. 
Nach Ablauf der 4 Stunden wurden in jedes 25cm2-Zellkulturgefäß 459 µl nor-
males Kulturmedium mit dreifacher FCS-Konzentration zugegeben, um im 
Endvolumen wieder 10% FCS zu erhalten, womit dann die weitere Inkubation 
erfolgen konnte. 
Die sich anschließenden Analysen erfolgten nach weiteren 6 – 96 Stunden In-
kubation bei 37°C/5% CO2 im Brutschrank. 
 
4.2.7 Transfektion mit Expressionsplasmiden 
Im Rahmen der Analyse der Wirkung von shRNA, die von Expressionsplasmi-
den in den Zellen exprimiert wurde, wurden nur HeLa S3-Zellen (Zervixkarzi-
nom) untersucht. 
Die Plasmide wurden in TE-Puffer bei –20°C gelagert und für die Transfektionen 
auf Eis aufgetaut. Für die Transfektion in 6-well-Platten (10 cm2 Wachstumsflä-
che) wurden pro well in 1,5 ml-Eppendorfgefäßen 100 µl Opti-MEM I vorge-
legt, dazu dann 2,8 µl FuGENETM6 und die verschiedenen Mengen Plasmid-
DNA (1,5 µg/3,0 µg/4,5 µg/6,0 µg) gegeben. Während der Inkubation dieser 
Mischung von ca. 30 min. bei RT wurden die Zellen gewaschen und pro well 
500 µl normales Kulturmedium vorgelegt, zu dem nach Ablauf der 30-
minütigen Inkubation der Transfektionsmix gegeben wurde. Auch hier erhiel-
ten die Kontrollzellen nur Opti-MEM I bzw. den parentalen Vektor pBS/U6 in 4.2  Material und Methoden - Ex vivo-Inkubation von Blut aus Nacktmäusen mit der 
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den gleichen Konzentrationen wie die rekombinanten Plasmide 
pBS/U6/shRNA/PLK1 bzw. pBS/U6/shRNA/PLK1S.  
Es wurden nicht nur Zellen mit den Plasmiden alleine behandelt, sondern es 
wurde noch die Auswirkung des Nukleaseinhibitors ATA auf die Plasmidstabil-
tät in Zellkultur untersucht. Dafür wurden die gleichen Mengen des rekombi-
nanten Plasmids pBS/U6/shRNA/PLK1 wie oben beschrieben mit ATA im Ver-
hältnis ATA : Plasmid-DNA 1 : 5 gemischt und dann erst zu der vorgelegten Mi-
schung aus Opti-MEM I und FuGENETM6 gegeben. Das weitere Verfahren war 
wie beschrieben.  
Am nächsten Tag wurde zu allen Ansätzen jeweils 1 ml normales Zellkulturme-
dium zugegeben, um das Gesamtvolumen an Medium auf den Zellen aufzu-
füllen. Die folgenden Analysen erfolgten auch hier nach weiteren 24 – 96 
Stunden Inkubation im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2. 
 
4.2.8 Ex vivo-Inkubation von Blut aus Nacktmäusen mit der Plasmid-DNA und 
verschiedenen ATA-Konzentrationen 
Unbehandelte nu/nu (NMRI)-Nacktmäuse wurden unter Enfluran
-Narkose 
ausgeblutet und ihr Blut dann ex vivo für verschiedene Zeiträume mit Plasmid 
und ansteigenden ATA-Konzentrationen bei 37°C inkubiert. Die Stabilisierung 
der Plasmide ist entscheidend für die Effizienz der shRNA/PLK1- bzw. 
shRNA/PLK1S-Expression in in vivo-Untersuchungen. 
Es wurden jeweils 200 µl Blut mit 0,7 µg des rekombinanten Plasmids 
pBS/U6/shRNA/PLK1 inkubiert. Diese Mengenverhältnisse (Blutvolumen – Plas-
midmenge) entsprechen der Plasmid-Dosierung im späteren Xenograft-
Experiment (vgl. Kapitel 4.2.18). Die Negativkontrolle erhielt nur Plasmid ohne 
vorherige Zugabe von ATA. Bei allen anderen Proben wurde das Plasmid mit 
ATA gemischt und dann erst zum Blut zugegeben. Dabei wurden drei ATA-
DNA-Konzentrationsverhältnisse eingesetzt, und zwar ATA : Plasmid-DNA 1 : 50, 
1 : 5 und 1 : 0,5. Die Zeitpunkte, zu denen nach der jeweiligen Inkubation die 
Plasmid-DNA aus dem Blut isoliert wurde (vgl. Kapitel 4.2.19), waren nach 5 
min., 30 min., 2 Stunden und 4 Stunden.  4.2  Material und Methoden - Proteinisolierung und Proteinbestimmung nach Bradford  94
Diese Untersuchung diente der Beurteilung der Wirkung, die ATA auf die Plas-
midstabilität im Blut ausübt, um für das sich anschließende Xenograft-
Experiment (vgl. Kapitel 4.2.18) das entsprechende ATA/Plasmid-DNA-
Verhältnis zu wählen. 
 
4.2.9 Proteinisolierung und Proteinbestimmung nach Bradford 
Um Proteinlysate aus den verschiedenen Krebszelllinien herzustellen, wurden 
die Zellen 48 Stunden nach der Transfektion geerntet. Zu diesem Zweck wurde 
das Medium entfernt, PBS zugegeben und die Zellen auf Eis geschabt, da 
beim Trypsinieren durch das Trypsin die Proteine direkt verdaut würden. Die 
geschabten Zellen wurden in 15 ml-Falcons® überführt und dann 10 min. bei 
248 x g und +4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet 
jeweils zweimal wiederum in PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert. Da-
nach wurde der Überstand erneut verworfen, zu den Zellpellets das dreifache 
Volumen Lysepuffer bzw. RIPA gegeben, durch Pipettieren gemischt, in 1,5 ml-
Eppendorfgefäße überführt und 1 Stunde auf Eis inkubiert, wobei in dieser Zeit 
immer wieder gemischt wurde. Danach wurde 20 min. bei 16,1 x g und +4°C 
zentrifugiert, um Zelltrümmer, Zellkerne und Nukleinsäuren zu entfernen. Die 
Überstände (= Proteinlysate) wurden in neue 1,5 ml-Eppendorfgefäße über-
führt und die abzentrifugierten Zelltrümmer verworfen. Danach wurde die Pro-
teinmenge nach Bradford bestimmt (s.u.). 
 
Bei den HMECs wurden die Lysate nach einem etwas anderen Protokoll her-
gestellt (Garbe J. et. al. 1999): 48 Stunden nach der Transfektion wurde das 
Medium von den Zellen entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen. Das PBS 
wurde verworfen und die Zellen in PBS mit Zellschabern auf Eis geschabt und 
in 15 ml-Falcons® überführt. Dann wurden sie 10 min. bei 248 x g und +4°C 
zentrifugiert. Die Zellpellets wurden im dreifachen Volumen SDS-Puffer 
resuspendiert, in 1,5 ml-Eppendorfgefäße überführt und sofort für 10 min. im 
Wasserbad aufgekocht (95°C). Danach wurde auch für diese Lysate die Pro-
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Bei der Proteinbestimmung nach Bradford handelt es sich ursprünglich um ei-
ne Methode, bei der der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 von dem im 
Proteinlysat vorhandenen Protein gebunden wird, woraus eine Veränderung 
des Absorptionsmaximums resultiert (Bradford M.M. 1976). Für die Durchfüh-
rung der Messung wurden in 1 ml-Photometerküvetten 800 µl H2O deion. mit 
200 µl BIO-Rad Protein Assay-Lösung gemischt. Dann wurde in eine Küvette 1 
µl Lysepuffer bzw. RIPA als Leerwert zugegeben, in die anderen Küvetten wur-
de je 1 µl Proteinlysat gegeben und die Absorption bei 595 nm gegen den 
Leerwert gemessen. Entsprechend der Eichgeraden entspricht eine Absorpti-
on von 1,0 einer Proteinkonzentration von 17,9 µg/µl. 
 
In den sich anschließenden Versuchen wurden unterschiedliche Proteinmen-
gen eingesetzt, die von 50 µg bis 800 µg reichten. 
 
4.2.10 Western-Blots 
Bevor die Proteine geblottet werden können, muss eine Gelelektrophorese 
durchgeführt werden. Es handelt sich hierbei um ein biochemisches Trennver-
fahren, bei dem geladene Moleküle durch die Wanderung im elektrischen 
Feld aufgetrennt werden. Das Wanderungsverhalten von Makromolekülen im 
elektrischen Feld hängt u.a. von der Stärke des angelegten Feldes (je größer 
die angelegte Spannung ist, desto größer ist die Wanderungsgeschwindig-
keit), Nettoladung, Form und Größe der Makromoleküle, sowie der Ionenstär-
ke, der Porengröße und der Temperatur der verwendeten inerten Matrix ab, in 
der die Moleküle aufgetrennt werden sollen. Agarose- bzw. Polyacrylamid 
(PAA)-Gele wirken aufgrund ihrer Porenstruktur wie Molekularsiebe, die die 
Wanderung von Makromolekülen verlangsamen oder sogar vollständig blo-
ckieren, während niedermolekulare Substanzen frei durch die von ihnen er-
zeugte Matrix wandern können. Die Porengröße wird durch die Agarose- bzw. 
PAA-Konzentration bestimmt, wobei die Porengröße mit steigender Agarose- 
bzw. PAA-Konzentration sinkt. 
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Für einen Western-Blot werden die zu analysierenden Proteine auf SDS-PAA-
Gelen aufgetrennt, sogenannte SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese, SDS-
PAGE. Das SDS bewirkt eine negative Überschussladung, denn da es negativ 
geladen ist, kann es sich in konstanten Gewichtsverhältnissen durch hydro-
phobe Wechselwirkung an die Proteine anlagern. So werden die positiven 
Ladungen der Proteine kompensiert, und alle Proteine können zur Anode 
wandern. Daher erfolgt in einer SDS-PAGE die Auftrennung nach dem 
Molekulargewicht und nicht nach der Ladung der Proteine. Gleichzeitig 
werden die Proteine vollständig denaturiert und wandern daher in einem Gel 
geeigneter Porosität entsprechend ihrer Molmasse. 
Das zugrundeliegende Prinzip ist das Laemmli-System. Hierbei werden die 
aufgetragenen Proben zunächst in einer Sammelgelschicht konzentriert, von 
der aus sie in das Trenngel einwandern.  
 
Nach ihrer Auftrennung werden die Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran 
(PVDF-Membran) übertragen (= geblottet). Um die Proteine sichtbar zu ma-
chen, werden im Anschluss daran Antikörper verwendet, die für die aufge-
trennten Proteine spezifisch sind. Das ursprünglich im Gel erhaltene Trennmus-
ter bleibt bei der Übertragung erhalten, so dass eine exakte Replik des Gels 
entsteht.  
 
Für die Durchführung der SDS-PAGE wurden die Proteinlysate so aliquotiert, 
dass pro Slot 50 µg Protein bei den Krebszelllinien bzw. 100 µg bei den primä-
ren HMECs aufgetragen werden konnten. Die restlichen Lysate konnten bei –
80°C aufbewahrt werden. Die aliquotierten Lysate wurden mit einem Fünftel 
ihres Volumens an 5x SB gemischt und 5 min. bei 95°C im Wasserbad denatu-
riert und direkt wieder auf Eis gestellt.  
In der Zwischenzeit wurden die 12%igen PAA-Ready-Gele in die Elektrophore-
se-Apparatur eingebaut, Laufpuffer in die Kammer eingefüllt und die Slots mit 
einer Pipette durchgespült. Dann wurde das Gel mit den Proteinlysaten bzw. 
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für 1 – 2 Minuten bei 110 V (Sammelgel), dann für ca. 1 – 1½  Stunden bei 120 
– 170 V (Trenngel) durchgeführt.  
 
Für den anschließenden Blot wurden während der SDS-PAGE für jedes Gel ei-
ne PVDF-Membran, zwei Filterpapiere und zwei Schwämme vorbereitet. Die 
Membran wurde sodann 1 min. in Methanol, 5 min. in H2O deion. und 5 min. in 
Blotpuffer eingelegt, um sie entsprechend den sich anschließenden Blotbe-
dingungen zu äquilibrieren. 
 
Der Blot wurde folgendermaßen aufgebaut: 
   weißer Teil der „Sandwich-Box“ (oben) 
   Schwamm 
   Filterpapier 
   Membran 
   Gel 
   Filterpapier 
   Schwamm 
   schwarzer Teil der „Sandwich-Box“ (unten) 
 
Dann erfolgte der Transfer der Proteine vom Gel auf die PVDF-Membran mit 
Blotpuffer für 1½ Stunden bei 85 V in einer Eisbox. Die Membran wurde da-
nach in PBS gewaschen und konnte bei +4°C in PBS aufbewahrt werden. 
 
4.2.11 Antikörper-Behandlung der Membran 
Die Antikörper-Behandlung der PVDF-Membran erfolgte bei RT auf einem 
Schüttler, um eine gleichmäßige Verteilung des Antikörpers zu gewährleisten. 
Nachdem die Membran in PBS gewaschen wurde, wurde sie für eine Stunde 
in Milchpuffer prä-inkubiert, um unspezifische Antikörper-Bindungen im An-
schluss zu vermeiden.  
Danach wurden die Erstantikörper in frischem Milchpuffer zugegeben. Die 
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Krebszelllinien: 
PLK1-AK   1 : 250 
β-Aktin-AK   1 : 200.000 
Lamin A/C-AK  1 : 100 
 
HMECs: 
PLK1-AK  1 : 50 
β-Aktin-AK  1 : 200.000 
Lamin A/C-AK  1 : 100 
 
Es wurden jeweils die PLK1- und β-Aktin- bzw. die Lamin A/C- und β-Aktin-
Antikörper gleichzeitig auf die Membranen gegeben. Im Anschluss daran 
wurde die Membran für eine Stunde in PBS-T gewaschen, das in dieser Zeit 
mehrfach erneuert wurde. Die Behandlung mit dem Zweitantikörper (goat 
anti mouse) erfolgte wiederum in frischem Milchpuffer, und zwar für alle Wes-
tern-Blots in einer Verdünnung von 1 : 2000. Die Membran wurde hiernach 15 
min. in PBS-T und dann 15 min. in PBS gewaschen. Auch hier wurden PBS bzw. 
PBS-T mehrfach erneuert. 
Um die Signale sichtbar zu machen, wurden die Membranen für ca. 2 min. bei 
RT mit ECL inkubiert, auf einem Papiertuch abgetropft und in eine Filmkassette 
gelegt. Die Exposition gegenüber HyperfilmTM ECLTM erfolgte für 15 sec. bis 30 
min. im Dunkeln. 
 
4.2.12 Northern-Blots 
Beim Northern-Blot wird die Gesamt-RNA aus Zellen oder Geweben zuerst im 
denaturierenden Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und im Anschluss 
daran auf Cellulose- oder Nylonmembranen übertragen (= geblottet). Auf 
diesem Trägermaterial wird die RNA durch große Hitze immobilisiert. Auch bei 
dieser Technik bleibt das ursprünglich im Gel erhaltene Muster der Moleküle 
nach der Übertragung erhalten, so dass eine exakte Replik des Gels entsteht. 4.2  Material und Methoden - Northern-Blots  99
Mit Hilfe von Northern-Blots  kann demzufolge nachgewiesen werden, ob ein 
bestimmtes Gen transkribiert wird, wie viel von der jeweiligen mRNA gebildet 
wird und ob die Menge durch bestimmte regulatorische Einflüsse beeinfluss-
bar ist. Dieser Nachweis der Höhe der Expression einer bestimmten mRNA er-
folgt durch Hybridisierung mit einer geeigneten Sonde (vgl. Kapitel 4.2.13) und 
kann nach der Hybridisierung durch Autoradiographie auf Röntgenfilmen 
sichtbar gemacht werden.  
 
Für die Bestimmung der PLK1-mRNA in Zellen und Tumoren wurde 6, 24, 48 und 
72 Stunden nach der Transfektion bzw. am Ende der Tierversuche aus den 
Tumoren die mRNA isoliert. Die Zellpellets (ohne Überstand) konnten von der 
Ernte bis zur RNA-Isolierung bei –80°C gelagert werden. Die Tumoren wurden 
direkt nach der Entnahme bei RT in RNAlater aufgenommen und sofort mit 
einem Mikro-Dismembranator zerkleinert und weiterverarbeitet. Die Zellpellets 
wurden auf Eis aufgetaut und entsprechend den Herstellerangaben zum 
RNeasy Mini Kit und zum QiaShredder weiterverarbeitet.  
 
Das weitere Vorgehen war für beide Probenarten gleich:  Der im RNeasy Mini 
Kit enthaltene RLT-Puffer wurde jeweils frisch mit β-Mercaptoethanol versetzt, 
und davon dann 650 µl zu den Zellpellets bzw. zu dem zerkleinerten Tumorma-
terial gegeben und gründlich resuspendiert. Die auf diese Art lysierten Zellen 
bzw. Tumoren wurden auf den QiaShredder pipettiert und  bei 9,3 x g und 
+4°C für 2 min. zentrifugiert. Zu den so entstandenen Lysaten wurde das glei-
che Volumen (650 µl) 70%iger Ethanol gegeben, gut gemischt und auf die 
Spin-Columns aus dem RNeasy Mini Kit gegeben. Diese wurden dann 15 sec. 
bei 9,3 x g zentrifugiert. Der Flow-through wurde verworfen, denn die RNA ist 
mit diesem Zentrifugationsschritt an die Membran gebunden. Um sie von der 
Membran zu eluieren, wurde diese mit 700 µl RW1-Puffer aus dem RNeasy Mini 
Kit 15 sec. bei 9,3 x g und im Anschluss daran nochmals mit 500 µl RPE-Puffer 
15 sec. bei 9,3 x g, dann erneut 2 min. bei 16,1 x g zentrifugiert. Die Filter mit 
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damit die RNA im Anschluss mit 150 µl DEPC-H2O bei 9,3 x g in 2 min. eluiert 
werden konnte.     
 
Die Konzentration der Gesamt-RNA wurde im Photometer bei 260 nm (RNA) 
bzw. 280 nm (DNA) gemessen. Es wurden jeweils 4 µg Gesamt-RNA pro Gel 
eingesetzt. Das erforderliche Volumen der RNA-Lösung wurde in Eppendorf-
gefäße aliquotiert, kurz in flüssigen Stickstoff getaucht und 1 – 2 Stunden in der 
Vakuumzentrifuge lyophilisiert, um das H2O zu entfernen. Die so entstandenen 
Lyophilisate wurden in RNA-Ladepuffer aufgenommen, aufgekocht und in 
einem 1%igen denaturierenden Agarose-Gel bei 90 V aufgetrennt. 
 
Für den anschließenden Northern-Blot wurde die Nylonmembran kurz in H2O 
deion. und dann in 20x SSC äquilibriert. 20x SSC wurde in eine Schale gefüllt 
und mit einer Glasplatte abgedeckt, über die Filterpapier gelegt wurde, des-
sen Enden im Puffer lagen, damit die RNA durch Kapillarkräfte aus dem Gel 
auf die Membran übertragen werden kann. Zu diesem Zweck wurde das Gel 
auf dieses Filterpapier gelegt und von einer auf die entsprechende Größe zu-
rechtgeschnittenen Membran bedeckt. Auf die Membran wurden zwei weite-
re Filterpapiere, die vorher ebenfalls in 20x SSC äquilibriert wurden, und ein 
Stapel Papiertücher gelegt. Um den Kapillartransfer zu erleichtern bzw. effi-
zienter zu machen, wurde der Blot beschwert. Geblottet wurde über Nacht 
bei RT, wonach die Membran ca. 1 Std. auf einem Papier luftgetrocknet oder 
bei 70°C im Trockenschrank ca. 30 min. getrocknet wurde. Danach wurde die 
mRNA auf der Membran fixiert, indem ca. 2 Stunden bei 80°C im Trocken-
schrank inkubiert wurde. Dies erfolgte zumeist erst am Tage der Hybridisierung 
(Kapitel 4.2.13) gleichzeitig mit der PCR zur Sondenherstellung. 
 
4.2.13 Hybridisierung 
Die Sonden für die unterschiedlichen Hybridisierungen wurden mittels PCR je-
weils am Tag der Hybridisierung hergestellt: 
 4.2  Material und Methoden - Hybridisierung  101
PCR-Ansatz: 
2,5 µl AGT-Mix 
2,5 µl 10x PCR-Puffer 
1 µl Taq2000 Polymerase (5U/µl) 
1 µl PLK1-DNA bzw. β-Aktin-DNA (Template) 
1 µl Primer (PLK1-17-low bzw. PLK1-150as) oder 2 µl Primer (β-Aktin-low bzw. 
GAPDH-2) 
3,5 – 10 µl [α-32P]dCTP (6000 Ci/mmol; entspricht 70 – 200 µCi pro Ansatz; die 
Menge wurde je nach Kalibrierungsdatum der Radioaktivität und Anzahl der 
Röhren gewählt)  
H2O deion. (autoklaviert) ad 25 µl 
Dieser Ansatz wurde mit 50 µl Mineralöl überschichtet, denn diese PCR wurde 
in einem Thermocycler mit nicht beheizbarem Deckel durchgeführt. 
 
PCR-Programm 
Denaturierung:  1 min., 95°C 
Hybridisierung:  1 min., 52°C 
Elongation:  1 min., 72°C 
25 Zyklen 
 
Der Hybridisierungsofen wurde auf 68°C vorgeheizt. Außerdem wurden die 
NickTM-Säulen vorbereitet, indem sie mit H20 äquilibriert wurden. Der Hybridisie-
rungsmix wurde direkt aus dem Kühlschrank verwendet, gut gemischt und 
entsprechend der Anzahl an Röhren abgemessen (für jede Röhre ca. 20 ml) 
damit er dann in den Röhren auf 68°C vorgewärmt werden konnte. Die 
Membranen wurden nach der Fixierung der mRNA kurz in H2O deion. gelegt 
und dann in die mit Hybridisierungsmix vorbereiteten Röhren gelegt, um 15 – 
20 min. bei 68°C im Hybridisierungsofen zu prä-hybridisieren, damit die unspe-
zifische Bindung der Sonde an die Membran verhindert wird. Die Sonden wur-
den während der Prä-Hybridisierung der Membranen über die in der Zwi-
schenzeit äquilibrierten Säulen aufgereinigt. Zum Äquilibrieren wurden 400 µl 
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nigung der Sonde wurden die Eppendorfgefäße nach Beendigung der 25 
Zyklen PCR auf Eis gestellt, 75 µl H2O deion. unter das Öl pipettiert und dann 95 
µl Sonde auf die Säule gegeben. Das Eluat wurde aufgefangen und verwor-
fen. Danach wurden 400 µl H2O deion. auf die Säule gegeben und in einem 
zweiten Eppendorfgefäß aufgefangen. Dies wurde wiederholt und das Eluat 
in einem dritten Eppendorfgefäß aufgefangen. Danach wurde die Aktivität 
der Eluate in den beiden Eppendorfgefäßen gemessen, um anhand der Ra-
dioaktivität zu bestätigen, dass sich die Sonde im dritten Eluat befand (vgl. 
hierzu Abb. 18). 
 
 
Abbildung 18:  Elutionsprofil der Sonde über die NickTM-Säulen 
Es ist der Peak der Radioaktivität bei der Aufreinigung der 
Sonde über die Säulen zu sehen, der in der 0,6 – 1 ml Elutions-
volumen-Fraktion auftritt. 
 
Zur Sonde wurden 400 µl Hybridisierungsmix und 100 µl ultraschallbehandelte 
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kocht, 10 sec. bei 16,1 x g zentrifugiert und in einer Konzentration von 1 × 106 
cpm/ml auf die Röhren verteilt. Die Röhren rotierten im Hybridisierungsofen 
eine Stunde bei 68°C. Die Temperatur im Ofen wurde auf 60°C reduziert und 
die Membranen viermal 15 min. mit je 20 – 50 ml 5x SSC/0,1% SDS gewaschen. 
Danach wurde viermal 15 min. mit je 20 – 50 ml 0,1x SSC/0,1% SDS gewaschen 
(vgl. hierzu auch die Waschprozedur beim Southern-Blot, Kapitel 4.2.19). Die 
Membranen wurden zum Trocknen auf Papiertücher gelegt, in die Filmkasset-
te eingelegt und mit Folie abgedeckt. Die Exposition erfolgte bei –80°C über 
einen Zeitraum von 1 – 48 Stunden. 
 
4.2.14 Entfernung radioaktiver Sonden von Northern-Blot-Membranen 
Um die wie in Kapitel 4.2.13 beschrieben hybridisierten Membranen erneut mit 
einer zweiten Sonde zu hybridisieren, muss die erste Sonde entfernt werden.  
In den durchgeführten Versuchen musste die PLK1-Sonde aus der ersten 
Hybridisierung entfernt werden, um die zweite Hybridisierung mit einer Sonde 
gegen β-Aktin bzw. GAPDH zu ermöglichen. Dies geschah unter stringenten 
Bedingungen, denn die Watson-Crick-Basenpaarungen zwischen der Sonde 
und der nachzuweisenden mRNA aus der ersten Hybridisierung sind relativ 
stabile Bindungen, die getrennt werden mussten. 
 
Dazu wurde der Hybridisierungsofen auf 80°C vorgeheizt. Die Membranen 
wurden in die Röhren verteilt, und in jede Röhre wurden 20 – 25 ml „Strip“-
Solution gegeben. Die Membranen wurden nun im Hybridisierungsofen ca. 30 
min. bei 80°C inkubiert und standen für eine erneute Hybridisierung zur Verfü-
gung. 
 
4.2.15 Kinase-Assays inklusive Immunpräzipitation 
Im Kinase-Assay kann untersucht werden, in wieweit die Kinaseaktivität der zu 
untersuchenden Kinase durch eine bestimmte Behandlung verändert wird. Zu 
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daraus resultierenden Phosphorylierung können Rückschlüsse auf die Kina-
seaktivität gezogen werden. 
Um zu bestimmen, wie die PLK1-Kinaseaktivität durch ASO- oder siRNA-
Behandlung beeinflussbar ist, wurden die Kontrollzellen und die behandelten 
Zellen 48 Stunden nach der Transfektion, wie in Kapitel 4.2.9 beschrieben, ly-
siert, um die Proteine zu isolieren. Im Anschluss an die Proteinbestimmung er-
folgte die Immunpräzipitation von PLK1. Dafür wurden jeweils 800 µg Gesamt-
protein mit 1,5 µg PLK1-Antikörper für 1 Stunde auf dem Rotator bei +4°C inku-
biert, um das PLK1-Protein und damit die Kinase aus den Lysaten zu präzipitie-
ren. Im Anschluss an diese Inkubationszeit wurden pro Ansatz 15 µl mit RIPA-
Puffer äquilibriertes Protein A/G PLUS-Agarose zugegeben und erneut für 1 
Stunde auf dem Rotator bei +4°C inkubiert. Dieses koppelt dabei an die PLK1-
Antikörper, um so Komplexe (= Immunpräzipitate) zu bilden, die anschließend 
durch Zentrifugation pelletiert werden können. Dann wurde bei 0,6 x g für 5 
min. bei +4°C das Immunpräzipitat gewonnen. Das Pellet wurde 4x mit RIPA-
Puffer gewaschen und jeweils bei 0,6 x g für 1 min. bei +4°C zentrifugiert.  
 
Parallel dazu wurde das Substrat für PLK1, das Cytoplasmic Retention Signal (= 
CRS) vorbereitet. Dafür mussten zuerst Glutathion SepharoseTM-Beads mit Ly-
sepuffer äquilibriert werden. Dann wurden 50 µl CRS vorgelegt, 10 µl der äqui-
librierten Beads sowie Proteaseinhibitor zugegeben und mit Lysepuffer auf 200 
µl aufgefüllt. Auch hier erfolgte nun eine Inkubation von 1 Stunde auf dem 
Rotator bei +4°C, in der sich durch Kopplung der Beads an das Substrat eben-
falls Komplexe bilden, die anschließend durch Zentrifugation pelletiert werden 
können. Danach wurde das Substrat aus der Pufferlösung gefällt, indem es 5 
min. bei 0,6 x g bei +4°C zentrifugiert wurde und danach 4x mit Lysepuffer 
gewaschen und jeweils bei 0,6 x g bei +4°C für 1 min. zentrifugiert wurde. 
Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde das Pellet in 10 µl Kinasepuffer 
aufgenommen und je Reaktionsansatz 1 µl vorgelegt.  
Bei Verwendung von Kasein als Substrat entfielen diese Vorbereitungsschritte, 
und es konnte direkt 1 µl Kasein vorgelegt werden. 
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Die Immunpräzipitationspellets, in denen PLK1 nach den verschiedenen Trans-
fektionsbehandlungen enthalten war, wurden ebenfalls in ca. 20 µl Kinasepuf-
fer resuspendiert und für jeden Ansatz ca. 3 µl eingesetzt. Der Kinasepremix 
(ATP-Mix; vgl. Kapitel 4.1.9.7) wurde für jede der unterschiedlichen Behand-
lungen angesetzt und zu jedem Substrat 20 µl zugegeben. Nach Zugabe des 
radioaktiv markierten [γ-32P]ATP wurde im Thermoblock für 30 min. bei 37°C 
inkubiert, damit die Kinase PLK1 unter physiologischen Bedingungen ihr Sub-
strat Kasein bzw. die CRS phosphorylieren kann. Nach Ablauf dieser Inkubati-
onszeit wurde zu jedem Ansatz ein Fünftel des Volumens an 5x SB gegeben 
und die Mischung bei 95°C ca. 3 min. aufgekocht und 30 sec. bei 16,1 x g 
zentrifugiert.  
In der Zwischenzeit wurde ein 12%iges PAA-Gel vorbereitet, auf das dann die 
Proben aufgetragen wurden. Die anschließende Elektrophorese erfolgte für 
ca. 1 – 1½  Stunden bei 120 – 170 V.  Das PAA-Gel wurde fixiert und danach 
getrocknet, in eine Filmkassette eingelegt und mit Folie abgedeckt. Die Expo-
sition erfolgte bei –80°C über 1 – 2 Tage. Danach wurde das Gel rehydriert 
und mit Coomassie Brilliant Blue G-250 die Proteine angefärbt, um sicherzustel-
len, dass gleiche Mengen vom Substrat Kasein bzw. CRS geladen worden wa-
ren.  
 
Parallel zum Ansatz der Kinasereaktion wurden gleiche Mengen der Im-
munpräzipitationspellets mit einem Fünftel des Volumens an 5x SB versetzt, 
aufgekocht und auf ein vorbereitetes 12%iges PAA-Gel aufgetragen. Die 
Kammer wurde mit dem Laufpuffer für Western-Blots gefüllt. Im Anschluss an 
die Elektrophorese bei 120 – 170 V für 1 - 1½ Stunden wurde das Gel wie in 
Kapitel 4.2.10 beschrieben auf eine PVDF-Membran geblottet und diese da-
nach mit einem monoklonalen anti-PLK1-Antikörper behandelt (vgl. Kapitel 
4.2.11), um sicherzustellen, dass gleiche Mengen der Kinase PLK1 in den Im-
munpräzipitaten der verschiedenen Transfektionsbehandlungen enthalten 
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4.2.16 Immunfluoreszenz-Färbung 
Die Immunfluoreszenz-Färbungen dienen dazu, morphologische Veränderun-
gen der Zellen zu detektieren, die durch die Behandlung mit ASOs oder mit 
siRNAs, die gegen PLK1 gerichtet sind, hervorgerufen werden. Außerdem 
kann analysiert werden – neben den Western-Blot-Analysen – ob das PLK1-
Protein durch die Behandlungen reduziert werden konnte. Zu diesem Zweck 
werden Zellen nach der Behandlung auf Objektträgern fixiert und die zu ana-
lysierenden Proteine nach folgendem Prinzip mit fluoreszierenden Antikörpern 
angefärbt, so dass sie der anschließenden Analyse im Fluoreszenzmikroskop 
zugänglich sind: Hierfür werden zuerst nach der Fixierung der Zellen Erstanti-
körper eingesetzt, die hochspezifisch an die zellulären Moleküle binden. Im 
zweiten Schritt werden Zweitantikörper eingesetzt, die ihrerseits nicht an zellu-
läre Moleküle binden, sondern spezifisch an die Moleküle des Erstantikörpers. 
Diese Zweitantikörper sind spezifisch für die Spezies, aus der die Erstantikörper 
stammen. An die Zweitantikörper sind fluoreszierende Farbstoffe gebunden, 
die bei Bestrahlung mit Licht einer bestimmten Wellenlänge Licht abgeben, 
also farbig werden. Ein Beispiel für Fluoreszenzfarbstoffe, die grünes Licht emit-
tieren, ist das Fluorochrom FITC, ein Beispiel für einen roten Fluoreszenzfarbstoff 
ist Texas-Rot bzw. Rhodamin. Eine schematische Darstellung des eben be-
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Abbildung 19:  Das Prinzip der Immunfluoreszenzfärbung 
Das prinzipielle Reaktionsschema von zellulärem Protein mit 
dem Erstantikörper und dem fluoreszierendem Zweitantikörper 
ist gezeigt, wobei der farbige Komplex entsteht, der anschlie-
ßend im Mikroskop detektiert werden kann. 
  
Die Zellen wurden zu diesem Zweck in Objektträger-Zellkulturgefäßen („slide-
flasks“) kultiviert, damit sie sich direkt auf den Objektträgern befanden, auf 
denen die weitere Untersuchung stattfand. 48 Stunden nach der Transfektion 
wurde das Medium entfernt, die „slide-flasks“ geöffnet und die Zellen 3x in PBS 
gewaschen. Dann wurden sie in einer abgedeckten Glasküvette 15 min. bei –
20°C in –20°C kaltem MeOH fixiert. Im Anschluss an die Fixierung wurden die 
Objektträger dreimal je 5 min. in einer Küvette auf dem Schüttler bei RT in PBS 
gewaschen. Zu diesem Zeitpunkt ist die Lagerung in PBS bei +4°C möglich. 
Danach wurde in 1% BSA in PBS für 20 min. auf dem Schüttler prä-inkubiert, um 
spätere unspezifische Antikörperbindungen zu verhindern. Die Objektträger 
wurden danach in eine Feuchtkammer gelegt, in der die Antikörperbehand-
lung erfolgte. Auf jeden Objektträger wurden 500 µl der Erstantikörper gegen 
PLK1, α- und γ-Tubulin gegeben, die in einer Verdünnung von 1 : 100 in 1% BSA 
vorlagen (das entspricht einer Endkonzentration von 0,1 – 2,0 µg/ml). Die In-
kubation erfolgte bei RT für 1 Stunde. Die Objektträger wurden sodann 3x 5 
min. in PBS auf dem Schüttler gewaschen und dann mit dem Zweitantikörper 
behandelt. Dieser wurde ebenfalls in 1% BSA verdünnt, aber 1 : 500, und die 4.2  Material und Methoden - FACScan-Analyse (Fluorescence activated cell sorting; 
Durchflusszytometrie) 
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Inkubation erfolgte mit 500 µl je Objektträger für 1 Stunde bei RT im Dunkeln. Es 
folgten wieder 3x 5 min. Waschen bei RT auf dem Schüttler in PBS. Danach 
wurde die DNA mit Bisbenzimid H33342 gefärbt. Die bei +4°C gelagerte 
Stammlösung Bisbenzimid H33342 (Konzentration 10 mg/ml) wurde für diesen 
Zweck 1 : 2000 mit PBS verdünnt, und auch von dieser Lösung wurden auf je-
den Objektträger 500 µl gegeben  und für 20 min. bei RT im Dunkeln inkubiert. 
Dann wurde nochmals 3x 5 min. bei RT in PBS auf dem Schüttler gewaschen 
und anschließend mit Vectashield und Deckgläschen eingedeckt. Die Ränder 
wurden  mit Nagellack abgedichtet, damit keine Feuchtigkeit eintreten kann. 
Die weitere Auswertung erfolgte am konfokalen Laserscan-Mikroskop bei 100-
facher Vergrößerung. 
 
4.2.17  FACScan-Analyse (Fluorescence activated cell sorting; 
Durchflusszytometrie) 
Im FACScan können verschiedene Zellarten aufgrund ihrer unterschiedlichen 
Eigenschaften, wie zum Beispiel der unterschiedliche DNA-Gehalt in den ver-
schiedenen Zellzyklusphasen bzw. unterschiedliche Mengen an aufgenom-
menen Fluoreszenzfarbstoffen, unterschieden (sortiert) werden. Die Zellen pas-
sieren dabei einen Laserstrahl und können durch die unterschiedliche Licht-
streuung bzw. durch die von den Zellen emittierte Fluoreszenz unterschieden 
werden. Weiterhin wird die Duchflusszytometrie eingesetzt, um den DNA-
Gehalt von Zellen zu messen. Der DNA-Gehalt einer Zelle wird aufgrund der 
Fluoreszenzintensität eines an die DNA gebundenen Farbstoffes (hier: Propidi-
umiodid) bestimmt.  
 
In der vorliegenden Arbeit wurden mit dem Durchflusszytometer folgende Un-
tersuchungen durchgeführt: Zum einen wurde der Anteil der Zellen in den ein-
zelnen Zellzyklusphasen bestimmt, zum anderen wurde der Anteil der apopto-
tischen Zellen bestimmt, und weiterhin wurde die Aufnahme von FITC-
markierten siRNAs in verschiedene Zelltypen gemessen. 4.2  Material und Methoden - FACScan-Analyse (Fluorescence activated cell sorting; 
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Für die Zellzyklusverteilungs-Bestimmungen wurden die Zellen 24 bzw. 48 Stun-
den nach der Transfektion (mit ASOs bzw. siRNAs) trypsiniert, 1x mit PBS gewa-
schen und zentrifugiert (10 min.; 248 x g bei RT) und dann gemäß dem Proto-
koll zum Cycle TESTTM PLUS DNA reagent kit mit leichten Änderungen vorberei-
tet. Zu den Zellpellets wurden 175 µl Lösung A gegeben, gut gemischt, in 
FACS-Röhrchen überführt und 10 min. bei RT inkubiert. Danach wurden 175 µl 
Lösung B zugegeben und erneut 10 min. bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 
175 µl Lösung C (enthält Propidiumiodid) erfolgten mindestens 10 min. und 
max. 2 Stunden Inkubation bei +4°C im Dunkeln. Direkt vor der Analyse im 
FACScan-Gerät wurden die einzelnen Proben kurz gemischt und anschlie-
ßend mit Hilfe des Programms CellQuest gemessen. Die quantitative Analyse 
der Zellzyklusverteilung erfolgte mittels ModFit LT für Mac. 
 
Für die Apoptoseuntersuchungen wurden die Zellen 24 Stunden nach der 
Transfektion trypsiniert, mit PBS gewaschen und zentrifugiert (10 min.; 248 x g 
bei RT) und im Anschluss daran mit –20°C kaltem 70%igen EtOH fixiert. Nach 
der Fixierung wurden sie für 20 min. bei 37°C mit RNase A (5 µg/ml) und Propi-
diumiodid (50 µg/ml) inkubiert und sodann im FACScan-Gerät mit dem Pro-
gramm CellQuest analysiert.  
 
Die Aufnahme von FITC-markierter siRNA wurde 24 Stunden nach der Transfek-
tion (vgl. Kapitel 4.3.6) der MCF-7-Zellen und HMECs gemessen. Hierfür wurden 
die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen markierter siRNA transfiziert, 24 
Stunden nach der Transfektion trypsiniert, mit PBS gewaschen und zentrifugiert 
(10 min.; 248 x g bei RT). Nach dem Resuspendieren in PBS wurde ebenfalls mit 
Hilfe des Programms CellQuest im FACScan-Gerät die Fluoreszenz der transfi-
zierten Zellen gegenüber den unbehandelten Kontrollzellen gemessen, um 
die Eigenfluoreszenz der Zellen und von Mediumresten zu berücksichtigen. 
Durch diese Messung können Daten erhoben werden, wie viel Prozent der 
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nommen haben. In diesem Fall konnte demzufolge festgestellt werden, wie 
viel Prozent der Zellen die siRNA aufgenommen haben. 
 
4.2.18 Xenograft-Experimente 
Die humanen Krebs-Xenograft-Modelle wurden mit immunsupprimierten 
Nacktmäusen (nu/nu) NMRI durchgeführt, die zu Versuchsbeginn ca. 8 – 10 
Wochen alt waren. Alle Eingriffe wie die Injektion der Tumorzellen in die Flan-
ken der Mäuse, die Tumortransplantationen, die Injektion der Testsubstanzen 
in die Schwanzvene, das Entbluten oder die Entnahme der Tumoren am Ende 
der Versuche wurden unter Enfluran
-Narkose durchgeführt. Die Tierversuche 
und die damit verbundenen Eingriffe wurden vom Regierungspräsidium in 
Darmstadt genehmigt und von dazu berechtigten Personen in der Zentralen 
Forschungseinrichtung des Klinikums der Johann Wolfgang Goethe-Universität 
durchgeführt. 
 
Die Zellen (A549 – Bronchialkarzinom; HeLa S3 – Zervixkarzinom; MCF-7 – 
Mammakarzinom; MDA-MB-435 – Mammakarzinom; SW-480 – Kolonkarzinom) 
wurden aus der Zellkultur trypsiniert, mit PBS gewaschen und in normalem Zell-
kulturmedium resuspendiert. Dann wurden jeweils 2 × 106 Zellen subkutan in 
beide Flanken der Mäuse injiziert. Für die Zelllinie A549 wurden männliche, für 
die MCF-7-, MDA-MB-435-, SW-480- und HeLa S3-Zellen weibliche Mäuse ver-
wendet. Die Tumoren wurden mindestens dreimal auf den Mäusen passagiert, 
bevor sie auf die endgültige Anzahl an Mäusen transplantiert wurden. Dabei 
wurden die Tumorstücke subkutan wiederum in beide Flanken der Mäuse 
transplantiert und zweimal wöchentlich die Größe bestimmt. Dies geschah, 
indem mit einem Kaliper die beiden Durchmesser der Tumoren gemessen wur-
den. Aus diesen beiden Messwerten wurde nach folgender Formel das 
Tumorvolumen berechnet: 
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Bei einem Volumen von durchschnittlich 100 mm3 wurde mit den jeweiligen 
Behandlungen begonnen. Das Tumorwachstum wurde für jeden einzelnen 
Tumor auf das Anfangsvolumen bezogen, um Unterschiede in der Anfangs-
tumorgröße zu eliminieren und standardisierte Werte zu erhalten. Die Thera-
piezeiten erstreckten sich über einen Zeitraum von 24 – 28 Tagen, in denen 
weiterhin zweimal wöchentlich das Tumorvolumen gemessen wurde. Die Mes-
sung der Tumorvolumina erfolgte bei Behandlung mit den Expressionsplasmi-
den weitere 28 Tage über das Behandlungsende hinaus. 
 
Für die Tierexperimente mit ASOs wurden die Mammakarzinom-Zelllinie MDA-
MB-435 und die Bronchialkarzinom-Zelllinie A549 gewählt und für jede der 
ASO-Behandlungen auf drei Gruppen zu je fünf Tieren transplantiert. Die Be-
handlung begann bei der Zelllinie A549 jeweils an Tag 25 nach der Transplan-
tation und wurde über einen Zeitraum von 24 Tagen fortgesetzt. Bei der Zellli-
nie MDA-MB-435 wurde 15 Tage nach der Transplantation mit der Therapie 
begonnen und diese über 26 Tage fortgesetzt. Die ASOs P12, P13 und das 
HSV-ASO wurden in PBS gelöst (in einer Konzentration von 540 µM) und täglich 
intravenös in einer Dosierung von 6 mg ASO/kg Körpergewicht/Tag bzw. 12 
mg ASO/kg Körpergewicht/Tag mit einem Totalvolumen von 100 µl injiziert. Die 
Negativkontrollgruppe erhielt jeden Tag 100 µl PBS.  
Mit den synthetischen siRNAs der Firma Dharmacon wurden verschiedene in 
vivo Ansätze untersucht:  
Zum einen wurden mit der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 und mit der Kolon-
karzinomzelllinie SW-480 in zwei aufeinanderfolgenden Experimenten jeweils 
drei Gruppen zu jeweils sechs Mäusen mit purer siRNA behandelt (siRNA4 und 
siRNA4S). Die drei eingesetzten Konzentrationen betrugen hierbei 44,2 µg/kg 
Körpergewicht/Tag, 442 µg/kg Körpergewicht/Tag und 4,42 mg/kg Körper-
gewicht/Tag, und die Behandlung erfolgte täglich über eine Bolusinjektion 
von 100 µl in die Schwanzvene. Gleich große Kontrollgruppen erhielten jeden 
Tag eine PBS-Injektion in die Schwanzvene. 
Um die Aufnahme der siRNAs in die Zellen zu verbessern, wurden im nächsten 
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tamin (vgl. Kapitel 4.2.6) gemischt. Hierfür wurden wiederum je Behandlung 
(siRNA4 und siRNA4S) drei Gruppen zu je sechs Mäusen, die Tumoren der 
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 trugen, verwendet. Die Injektion erfolgte wie-
derum täglich mit einem Gesamtvolumen von 100 µl in die Schwanzvene. 
Auch hier erhielt die Kontrollgruppe das gleiche Volumen PBS. 
Ein weiterer Ansatz diente der Stabilisierung der synthetischen siRNAs im Blut 
der Tiere. Hierbei wurden die siRNAs (siRNA4 und siRNA4S) vor der Injektion mit 
RNasin
, einem Ribonukleaseinhibitor (Futami J. et. al. 2001; McCaffrey A.P. et. 
al. 2002), gemischt und dann wiederum täglich ein Volumen von 100 µl MCF-
7-tumortragenden Mäusen in die Schwanzvene injiziert.  
In diesen beiden weiterführenden Experimenten wurde nur die mittlere siRNA-
Konzentration von 442 µg/kg Körpergewicht/Tag eingesetzt. Die Oligofecta-
minkonzentration war entsprechend der in vitro eingesetzten Konzentration, 
und die RNasin
-Konzentration lag bei 250 Units auf 442 µg siRNA. 
Zwei weitere Experimente wurden mit synthetischen siRNAs durchgeführt, die 
freundlicherweise von der Firma Ribopharma AG zur Verfügung gestellt wur-
den. Diese siRNAs trugen keinen 3´-Überhang von zwei Thymidinen, und wa-
ren in in vitro-Vorversuchen genauso wirksam wie die für die in Kapitel 4.2.6 
beschriebenen Transfektionen verwendeten siRNAs der Firma Dharmacon. In 
den beiden Xenograft-Versuchen wurden zum einen MCF-7-tumortragende 
weibliche Tiere verwendet, zum anderen A549-tumortragende männliche 
Mäuse. In beiden Experimenten erhielten die Mäuse jeweils eine tägliche In-
jektion von 3,33 mg/kg Körpergewicht/Tag in einem Volumen von insgesamt 
50 µl in die Schwanzvene. Verwendet wurden auch hier siRNA4 und siRNA4S 
sowie eine Kontrollgruppe, der nur PBS injiziert wurde. 
Alle beschriebenen Ansätze mit siRNA wurden über einen Zeitraum von 28 Ta-
gen durchgeführt, in dem auch die Tumorvolumina ein- bis zweimal pro Wo-
che gemessen wurden. 
 
Die Tierexperimente mit den Expressionsplasmiden, die für shRNA/PLK1 bzw. 
shRNA/PLK1S kodieren, bzw. mit dem parentalen Vektor pBS/U6 wurden mit 
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lungen auf 4 Gruppen zu je 6 Tieren transplantiert wurde. Die Behandlung der 
Tiere begann 16 Tage nach der Transplantation und erstreckte sich über einen 
Zeitraum von 26 Tagen. Das Behandlungsregime war folgendermaßen: Die 
Mäuse bekamen dreimal in der Woche (Montag, Mittwoch und Freitag) eine 
Injektion von 500 µl in die Schwanzvene, in der das jeweilige Plasmid in einer 
Dosierung von  0,33 – 0,4 mg/kg Körpergewicht enthalten war. Eine Kontroll-
gruppe wurde mit dem parentalen Vektor pBS/U6 behandelt, eine Gruppe 
mit pBS/U6/shRNA/PLK1 und eine weitere Kontrollgruppe mit 
pBS/U6/shRNA/PLK1S, der „scrambled“-Sequenz zu pBS/U6/shRNA/PLK1. Es 
wurde jeweils der Nukleaseinhibitor ATA zugegeben, um die Stabilität der 
Plasmide im Blut zu erhöhen, indem die physiologisch im Blut vorhandenen 
Nukleasen daran gehindert werden, die DNA zu zerschneiden. ATA wurde in 
Anlehnung an die Veröffentlichung von Glasspool-Malone (Glasspool-Malone 
J. et. al. 2002) bzw. entsprechend der in Kapitel 4.2.8 beschriebenen Vorver-
suche in einem Verhältnis von ATA : Plasmid-DNA von 1 : 5 eingesetzt. Für die 
Gruppe, die mit pBS/U6/shRNA/PLK1 behandelt wurde, gab es noch eine wei-
tere Kontrolle, nämlich eine Gruppe, die kein ATA zugesetzt bekam, um die 
Wirkung von ATA auf die Plasmidstabilität auch direkt im Tier beurteilen zu 
können und um toxische Effekte durch ATA ausschließen zu können. 
 
Für die weiteren Untersuchungen der Mäuse bzw. die Auswertung der Effekte 
nach Behandlung mit ASOs bzw. mit pBS/U6/shRNA/PLK1, 
pBS/U6/shRNA/PLK1S oder pBS/U6 wurden die Mäuse jeweils am Tag nach der 
letzten Behandlung getötet und ihre Tumoren entnommen. Bei dem Versuch 
mit Plasmid-DNA wurden aus allen vier Gruppen (s.o.) je 12 Tiere am Leben 
gelassen, um das Wachstum der Tumoren nach Beendigung der Behandlung 
über einen Zeitraum von weiteren 28 Tagen zu verfolgen.  
 
Ein Teil der entnommenen Tumoren wurde in RNAlater aufbewahrt, um dann 
Northern-Blots (Kapitel 4.2.12) zur Bestimmung der PLK1-mRNA-Expression im 
Tumor nach shRNA-Behandlung  durchführen zu können. Ein weiterer Teil der 
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der Plasmide im Tumor mittels Southern-Blot (Kapitel 4.2.19) bzw. PCR (Kapitel 
4.2.20). RNAlater stabilisiert die RNA in den Proben, um deren Degradation zu 
verhindern. Da RNA noch empfindlicher gegenüber dem Angriff durch 
Nukleasen ist als DNA, wurden auch die Tumoren für den Plasmid-Nachweis in 
RNAlater asserviert, damit auch die DNA vor Abbau durch Nukleasen ge-
schützt wurde.  
Diese Analysen wurden beide nur bei dem Xenograft-Experiment mit den Ex-
pressionsplasmiden durchgeführt. 
 
Bei den Tierexperimenten mit ASOs bzw. mit den Expressionsplasmiden wur-
den weitere Tumoren für die immunhistochemische Färbung (vgl. Kapitel 
4.2.21) bis zum Schneiden in Formalin aufbewahrt. 
 
4.2.19 Southern-Blots 
Southern-Blots wurden im Jahre 1975 als erste der verschiedenen Blottechni-
ken von E.M. Southern entwickelt, um DNA nachzuweisen. Sie stellen damit 
den Namensgeber für die verschiedenen Blot-Arten dar, die alle ihren Namen 
dem Erfinder dieser Methode verdanken. 
Für Southern-Blots wird die DNA aus den Zellen oder Geweben aufgereinigt 
und dann zuerst wie die mRNA für den Northern-Blot elektrophoretisch aufge-
trennt. Nach der Auftrennung müssen die Gele denaturiert und depuriniert 
und im Anschluss neutralisiert werden. Dann erst können sie auf die 
Nylonmembranen geblottet werden, wobei hier auch durch Kapillarkräfte die 
DNA auf die Membran übergeht. Auf diesem Trägermaterial wird die RNA 
durch große Hitze oder UV-Strahlung immobilisiert. Auch bei dieser Technik 
bleibt das ursprünglich im Gel erhaltene Muster der Moleküle nach der 
Übertragung erhalten, so dass eine exakte Replik des Gels entsteht. 
Der Nachweis der DNA auf der Membran erfolgt wie beim Northern-Blot 
durch Hybridisierung mit einer geeigneten Sonde (vgl. Kapitel 4.2.13). Die DNA 
kann danach durch Autoradiographie auf Röntgenfilmen sichtbar gemacht 
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Um die Plasmid-DNA in Blut und Tumoren nachzuweisen, wurde die Gesamt-
DNA mit Hilfe des QiaAmp
 DNA Mini Kit entsprechend den Herstelleranga-
ben isoliert. Hierfür wurden 200 µl Blut bzw. 25 mg Tumorgewebe eingesetzt.  
Für die Plasmid-Isolation aus Blut wurden 20 µl der im QiaAmp
 DNA Mini Kit 
enthaltenen QIAGEN Proteinase K in 1,5 ml-Eppendorfgefäße gegeben und je 
Ansatz 200 µl Blutprobe zugegeben. Dann wurden 200 µl Puffer AL zugegeben 
und für 15 sec. gut gemischt. Danach erfolgte eine Inkubation von 10 min. bei 
56°C im Wasserbad. Nach 10 Sekunden Zentrifugieren bei 16,1 x g, um Tropfen 
vom Deckel zu entfernen, wurden 200 µl Ethanol (96 – 100%) zugegeben und 
wieder 15 sec. gründlich gemischt. Danach wurde erneut 10 sec. bei 16,1 x g 
zentrifugiert. Dann wurden die QIAamp-Säulen mit dem VacConnector in die 
QIAVac gesetzt und die Lösung in die Säulen überführt. Mit Hilfe einer Vaku-
umpumpe wurde nun die Lösung durch die Säulen gesaugt. Danach wurden 
auf die Säulen je 750 µl AW1-Puffer gegeben und erneut mit Hilfe der Vaku-
umpumpe durchgesaugt. Dies wurde mit je 750 µl AW2-Puffer wiederholt. Die 
Säulen wurden sodann in frische 2 ml-Eppendorfgefäße überführt und bei 16,1 
x g für 1 min. zentrifugiert, um die Membran vollständig zu trocknen. Daraufhin 
wurden die Säulen in frische 1,5 ml-Eppendorfgefäße überführt und das Filtrat 
verworfen. Nach Zugabe von 200 µl TE-Puffer oder H2O deion. zur Elution der 
an die Membran gebundenen DNA wurde für 1 min. bei RT inkubiert und 
dann bei 5,9 x g für 1 min. zentrifugiert.  
Für die Plasmid-Isolation aus den Tumoren wurden jeweils 25 mg Tumorgewe-
be in ein 1,5 ml-Eppendorfgefäß gegeben und 180 µl ATL-Puffer sowie 20 µl 
Proteinase K zugegeben. Es wurde gründlich gemischt und bei 56°C inkubiert, 
bis das Gewebe vollständig lysiert war. Anschließend wurde 10 sec. bei 16,1 x 
g zentrifugiert, um Tropfen vom Deckel zu entfernen. Nach Zugabe von je 4 µl 
RNase A wurde 15 sec. gründlich gemischt und dann für 2 min. bei RT inku-
biert. Es wurde erneut 10 sec. bei 16,1 x g zentrifugiert und dann 200 µl AL-
Puffer zugegeben. Nach 15sekündigem Mischen wurde für 10 min. bei 70°C 
inkubiert und erneut 10 sec. bei 16,1 x g zentrifugiert. Im Anschluss wurden 200 
µl Ethanol (96 – 100%) zugegeben, gründlich gemischt und erneut 10 sec. bei 
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gegeben und in einem 2 ml-Eppendorfgefäß bei 5,9 x g für 1 min. zentrifugiert. 
Das Filtrat wurde verworfen und die Säulen in neue Gefäße gesetzt. Nach Zu-
gabe von 500  µl AW1-Puffer wurde erneut für 1 min. bei 5,9 x g zentrifugiert, 
das Filtrat verworfen und 500 µl AW2-Puffer auf die Säulen gegeben. Dann 
wurde bei 16,1 x g für 3 min. zentrifugiert, das Filtrat wiederum verworfen und 
die Säulen in neue 1,5 ml-Eppendorfgefäße überführt. Nun wurde die an die 
Membran gebundene DNA mit 200 µl TE-Puffer oder H2O deion. eluiert, indem 
für 1 min. bei RT inkubiert und dann für 1 min. bei 5,9 x g zentrifugiert wurde. 
 
Die so erhaltene Mischung aus genomischer DNA und dem transfizierten bzw. 
injizierten Plasmid wurde auf 1%ige Agarosegele aufgetragen und bei 100 V in 
ca. 30 min. aufgetrennt. Zur Kontrolle erfolgte jeweils noch die Auftragung von 
frisch präpariertem Plasmid bzw. von mit Hilfe von Kpn I linearisiertem Plasmid, 
um für jede der resultierenden Plasmid-Banden (zirkulär, linear und supercoi-
led) einen Größenstandard zu erhalten. 
Nach der Auftrennung im Agarosegel musste die DNA depuriniert und dena-
turiert werden, damit aus den Doppelsträngen der DNA Einzelstränge werden, 
da sonst die Sonde in der anschließenden Hybridisierung nicht binden kann. 
Dafür wurden die Gele 15 min. in 0,25 M HCl auf dem Schüttler inkubiert, um 
Doppelstrangbrüche zu induzieren, danach wurden sie auf dem Schüttler für 
30 min. unter denaturierenden Bedingungen in 1,5 M NaCl und 0,5 M NaOH 
inkubiert. Um sie wieder zu neutralisieren, wurden die Gele anschließend 2x 15 
min. in Neutralisierungspuffer inkubiert. Danach wurden die Gele – wie für die 
Northern-Blots (Kapitel 4.2.12) beschrieben – geblottet, die Membranen ge-
trocknet und die DNA durch 5 min. UV-Licht oder durch 2 Stunden Inkubation 
bei 80°C im Trockenschrank auf der Membran fixiert. Dann konnte die 
denaturierte DNA mittels Hybridisierung wie im Anschluss an die Northern-Blots 
nachgewiesen werden (vgl. hierzu Kapitel 4.2.13). Im Anschluss an die Hybridi-
sierung von 1 Stunde im Hybridisierungsofen bei 68°C folgten in diesem Fall 
allerdings andere Waschschritte, und zwar wurde nur zweimal 15 min. bei 
36°C mit je 20 – 50 ml 2x SSC gewaschen. Diese weniger stringenten Bedin-
gungen sorgen dafür, dass die Sonde, die beim Nachweis der Plasmide zur 4.2  Material und Methoden - Polymerasekettenreaktion (PCR) zum Nachweis der 
Expressionsplasmide in den Tumoren 
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Expression von shRNAs nur über einen kurzen Sequenzabschnitt hybridisiert, 
nicht sofort wieder entfernt wurde. 
 
4.2.20  Polymerasekettenreaktion (PCR) zum Nachweis der 
Expressionsplasmide in den Tumoren 
Neben dem Nachweis der Plasmide in den Tumoren mittels Southern-Blot-
Analyse erfolgte der Nachweis zur Bestätigung noch mit Hilfe einer PCR, um so 
auch kleinste Mengen an Plasmid-DNA in den Tumoren detektieren zu kön-
nen. Dafür wurden Primer konstruiert, die ein 500 bp-langes Fragment des 
pBS/U6-Vektors amplifizieren (vgl. Kapitel 4.1.3.3), um in einer PCR die Plasmi-
de in den Tumoren aller Behandlungsgruppen nachweisen zu können.  
 
PCR-Ansatz: 
    5 µl 10x Puffer 
    1,5 µl dNTPs (je 0,3 mM) 
    1 µl MgSO4 (50 mM) 
    0,5 µl Primer (100 µM) 
300 ng DNA-Template 
    0,5 µl Platinum® Pfx DNA Polymerase (2,5 U/µl)  
ad 50 µl mit autoklaviertem H2O deion. 
 
PCR-Programm: 
Initiale Denaturierung:   4 min., 94°C 
Denaturierung:  35 sec., 94°C 
Hybridisierung:  1 min. 10 sec., 50°C 
Elongation:  25 sec., 68°C   
35 Zyklen 
Die terminale Elongation betrug 5 Minuten bei 68°C. Danach wurde auf +4°C 
abgekühlt. 
 4.2  Material und Methoden - Immunhistochemische Färbung  118
Die PCR-Produkte wurden auf 1%ige Agarose-Gele aufgetragen und bei 100 
V in 30 min. aufgetrennt. Zur Kontrolle wurden sowohl das parentale Plasmid 
sowie der Marker auf die Gele aufgetragen. 
 
4.2.21 Immunhistochemische Färbung 
Es wurden Schnitte der entnommenen Tumoren angefertigt (Yuan J. et. al. 
1997) und diese dann mit MIB-I-/Ki-67- bzw. PLK1-Antikörpern angefärbt.  Der 
immunhistochemische Nachweis beruht dabei auf der ABC-Methode (Avidin-
Biotin-Enzym-Komplexmethode), die zu den indirekten immunhistochemischen 
Nachweismethoden gehört. 
 
Die ABC-Methode beruht auf der hohen Bindungsaffinität von Avidin, einem 
Glykoprotein aus dem Hühnereiweiß, zum Biotin (Vitamin H). Der ABC-Komplex 
ist ein Komplex, der aus Avidin und biotinyliertem Enzym besteht. Durch Kopp-
lung an einen multivalenten, biotinylierten Sekundärantikörper wird dieser 
Komplex an den Primärantikörper gekoppelt, weshalb das Verfahren eine in-
direkte Nachweismethode darstellt. Die einzelnen Inkubationsschritte zur Aus-
bildung des Avidin-Biotin-Komplexes können entweder nacheinander erfol-
gen, oder aber es wird ein schon ausgebildeter Avidin-Biotin-Komplex einge-
setzt. Die Sensitivität dieses Systems ist sehr hoch, da mehrere ABC-Komplexe 
an einen biotinylieren Sekundärantikörper binden können, so dass mehrere 
Marker-Enzymmoleküle am Ort des gewebsgebundenen Antigens nachge-


























Abbildung 20:  Die ABC-Methode zum immunhistochemischen Nachweis von 
Proteinen 
Hierbei ist das Prinzip zu sehen, nach dem der Primärantikörper 
vom Protein gebunden wird, dieser dann den biotinylierten 
Sekundärantikörper binden und schließlich an diesem die 
Farbreaktion stattfinden kann. 
 
Das eingesetzte Enzym ist die Meerrettichperoxidase (HRP), die einen Komplex 
mit H2O2 (Wasserstoffperoxid) eingeht. Dieser Komplex reagiert anschließend 
mit einem Elektronendonator, wobei ein Farbmolekül und H2O entstehen. HRP 
fungiert hierbei als Katalysator, wird also wieder komplett regeneriert und 
kann erneut mit H2O2 reagieren: 
 
 HRP + H2O2 → HRP • H2O2 + Elektronendonator → Farbmolekül + HRP + H2O  
 
4. Enzymatische  Umsetzung 
(Oxidation) von löslichem 
Chromogen + Substrat zu 
unlöslichem, farbigen Prä-
zipitat  
1.  Bindung des Primärantikörpers 
an Antigen X 
2.  Bindung des biotinyliertem Se-
kundärantikörpers an den Pri-
märantikörper 
3.  Bindung von Enzym-markiertem 
(Strept-)Avidin an das Biotin des 
Sekundärantikörpers  4.2  Material und Methoden - Immunhistochemische Färbung  120
Durch die Katalysatorwirkung von HRP ist häufig die Immunhistochemie sensi-
tiver als die Immunfluoreszenz, bei der eine solche verstärkende Wirkung ent-
fällt. Im vorliegenden Fall bildet das Chromogen AEC (= 3-Amino-9-
Ethylcarbazol), das als Elektronendonator dient, ein rot-braunes, in Alkohol 
lösliches Endprodukt, das am Ort der Entstehung präzipitiert. Aus diesem 
Grund muss bei dieser Nachweismethode ein wässriges Eindeckmedium ver-
wendet werden. 
 
Allgemein ist die ABC-Methode eine sehr sensitive Methode, bei der allerdings 
berücksichtigt werden muss, dass verschiedene Gewebe, wie z.B. Leber, Brust, 
Gehirn und Niere selber (Strept-)Avidin enthalten, das zu einer unspezifischen 
Hintergrundfärbung führen kann. In diesen Fällen sollte auf andere Methoden 
ausgewichen werden. Bei Geweben, die selber endogene Peroxidase enthal-
ten (z.B. rote und weiße Blutkörperchen oder Dünndarm- bzw. Nervenzellen), 
sollte vor der Behandlung der Paraffinschnitte mit dem Primärantikörper eine 
Inkubation mit 3%iger-H2O2-Lösung erfolgen, um die endogene Peroxidaseak-
tivität zu inhibieren. 
Im folgenden sind die Verfahren zur Färbung von MIB-I (Ki-67) – Kapitel 4.2.21.1 
– bzw. PLK1 – Kapitel 4.2.21.2 – im Detail beschrieben. 
 
4.2.21.1 MIB-I-/Ki-67-Färbung 
Die Paraffinschnitte inkubierten 20 min. bei 60°C und wurden danach in 
Histoclear 4x 5 min. entparaffiniert. Anschließend erfolgte die Rehydratation in 
einer absteigenden Alkoholreihe (jeweils 5 min. in 95%, 80% und 70% EtOH), 
wonach die Schnitte in einer mit Citratpuffer gefüllten Plastikküvette in der 
Mikrowelle bei 600 Watt für 9x 3 min. aufgekocht wurden. Nach dieser Vorbe-
handlung kühlten die Schnitte mindestens 20 min. bei RT ab und wurden so-
dann in einer Glasküvette für jeweils 5 min. mit H2O deion. bzw. PBS gewa-
schen. Die Schnitte wurden in 0,1%igem Triton-PBS und PBS nacheinander für 
jeweils 4 min. bei RT gewaschen und in eine Feuchtkammer gelegt, wo sie für 
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noklonalen MIB-I-Antikörper (1 : 10) inkubiert wurden. Nach zweimaligem Wa-
schen mit PBS wurden die Schnitte mit dem gebrauchsfertigen, polyvalenten, 
biotinylierten Sekundärantikörper für 30 min. und danach mit dem gebrauchs-
fertigen Peroxidase-konjugierten Streptavidin für 45 min. bei RT inkubiert. Im 
Anschluss wurde 2x mit PBS für je 5 min. gewaschen und dann die Farbreakti-
on durch 25minütige Inkubation mit einer frisch zubereiteten AEC-Lösung bei 
RT ausgelöst. Danach erfolgte die Färbung der Schnitte mit Hämatoxylin nach 
Mayer. Für die Negativkontrolle wurde die Inkubation mit dem Primärantikör-




Die PLK1-Färbung erfolgte ebenfalls nach dem ABC-Prinzip mit einem mo-
noklonalen anti-PLK1-Antikörper. 
Hierbei wurden folgende aufeinanderfolgende Schritte durchgeführt: 
   Entparaffinieren und Rehydratation: Hierbei wurden die Schnitte für 30 
min. bei 60°C inkubiert, anschließend für 4x 5 min. in Histoclear bei RT 
inkubiert, dann 2x 5 min. in 100%igem EtOH bei RT und zum Schluss für 
2x 5 min. in 95%igem EtOH bei RT. 
   Mikrowellen-Vorbehandlung: Die Schnitte wurden in eine Glaskammer 
gelegt und 2x 5 min. bei RT gründlich in Leitungswasser gewaschen. 
Danach wurden sie in Citratpuffer 9x 3 min. und 1x 2 min. in der Mikro-
welle bei 600 Watt inkubiert. Bei diesem Kochen geht Flüssigkeit verlo-
ren, die durch Zugabe von H2O deion. immer wieder ausgeglichen 
werden musste, um ein Austrocknen der Schnitte und damit falsch ne-
gative Ergebnisse zu vermeiden. Nach dieser Vorbehandlung und an-
schließendem Abkühlen wurden die Schnitte für jeweils 5 min. in H2O 
deion. bzw. PBS bei RT gewaschen. 
   Hemmung der endogenen Peroxidaseaktivität: Die Schnitte wurden für 
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tungswasser gewaschen. Anschließend wurde für jeweils 4 min. bei RT 
in 0,1%igem Triton X-100 bzw. PBS gewaschen. 
   Inkubation mit dem Primärantikörper: In einer Feuchtkammer erfolgte 
die Inkubation für 60 min. bei 37°C mit dem anti-PLK1-Antikörper, der in 
einer Verdünnung von 1 : 600 eingesetzt wurde. Im Anschluss wurde für 
2x 2 min. bei RT in PBS gewaschen. 
   Inkubation mit dem biotinylierten Sekundärantikörper: Für die Komplex-
bildung mit dem biotinylierten Sekundärantikörper wurde die 
gebrauchsfertige Lösung auf die Schnitte gegeben und für 30 min. bei 
RT inkubiert. Im Anschluss wurde wiederum 2x 2 min. bei RT in PBS ge-
waschen. 
   Inkubation mit dem Streptavidin-Peroxidase-Reagenz: Die Komplexbil-
dung mit der Peroxidase erfolgte durch Inkubation mit dem gebrauchs-
fertigen Reagenz für 45 min. bei RT. Anschließend wurde für 2x 5 min. 
mit PBS bei RT gewaschen. 
   Farbreaktion: Für die enzymatische Reaktion mit dem Substrat wurde 
AEC-Gebrauchslösung zugegeben und für 60 min. bei RT inkubiert. Da-
nach wurde für 2 min. mit H2O deion. gewaschen. 
   Gegenfärbung: Die Färbung der Zellkerne erfolgte auch hier mit Häma-
toxylin nach Mayer für eine Minute bei RT, wonach wiederum für 2x 10 
min. bei RT mit Leitungswasser gewaschen wurde. 
   Eindecken der Schnitte: Auch nach der PLK1-Färbung wurden die 
Schnitte mit Glyzeringelatine eingedeckt. 
 
4.2.22 Quantitative Auswertung der Autoradiogramme und Gele 
Die PLK1-Protein- bzw. -mRNA-Level wurden auf die β-Aktin-Protein- bzw. 
mRNA-Expression standardisiert, indem alle Filme eingescannt wurden und 
dann mit Hilfe des Kodak-Fotodokumentationssystems (1D 3.5) die Intensität 
der Banden (entsprechend der Expression) quantifiziert wurde. Im Anschluss 
an die Integration der Signale wurde jeweils der Quotient aus der PLK1- und 
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standardisierten PLK1-Protein- bzw. -mRNA-Level wurden auf jeweils unter-
schiedliche Kontrollen bezogen: In den Antisense-Untersuchungen waren dies 
Kontrollzellen, die nur mit dem Medium Opti-MEM I behandelt wurden, und im 
Xenograft-Experiment wurde die Kontrollgruppe mit PBS behandelt.  
In den siRNA-Experimenten waren die Kontrollen die nur mit siRNA4S behan-
delten Zellen, außer beim konzentrationsabhängigen Nachweis der PLK1-
Protein-Reduktion, in diesem Fall waren die Kontrollzellen auch hier die nur mit 
dem Medium Opti-MEM I behandelten Zellen.  
Für die Experimente mit den Expressionsplasmiden war die Situation wieder 
anders, denn hier waren die Kontrollen für den Nachweis der PLK1-mRNA-
Reduktion  in vitro die unbehandelten Zellen, die nur mit Medium inkubiert 
worden waren. Im Xenograft-Experiment wurden sowohl die Tumorvolumina 
als auch die PLK1-mRNA-Expressionen auf die Kontrollgruppe bezogen, die 
mit dem parentalen Vektor pBS/U6 therapiert wurde. Im Fall der Bestimmung 
der PLK1-mRNA-Spiegel in den Tumoren der Mäuse nach Behandlung mit 
pBS/U6/shRNA/PLK1, pBS/U6/shRNA/PLK1S oder pBS/U6 wurde die PLK1-mRNA-
Expression nicht auf die β-Aktin-Expression standardisiert, sondern auf die Ethi-
diumbromidfärbung der Gele. Hierzu wurden auch die Gele nach der Fär-
bung eingescannt und die Bandenintensitäten für die 18S- und 28S-rRNA be-
stimmt und beide Werte addiert. Auf diesen Wert wurde anschließend die 
PLK1-mRNA-Expression standardisiert, indem der Quotient aus PLK1-mRNA und 
der Summe aus der 18S- und 28S-rRNA gebildet wurde. Die so standardisierten 
PLK1-mRNA-Mengen wurden wiederum wie auch in den übrigen Experimen-
ten nach der β-Aktin-Standardisierung hier nach der Ethidiumbromid-
Standardisierung verglichen mit der standardisierten PLK1-mRNA-Expression in 
pBS/U6-behandelten Mäusen. 
 
Zur Auswertung der Kinase-Assays wurden Autoradiogramme und Coomassie 
Brilliant Blue G-250-gefärbte Gele ebenfalls mit dem Fotodokumentationssys-
tem eingescannt und die Signalintensitäten bestimmt. Das Verhältnis der Sig-
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in den behandelten Zellen wurde berechnet und auf das Verhältnis in den 
jeweiligen unbehandelten Zellen bezogen.  
 
4.2.23 Statistische Methoden 
Alle Versuche wurden drei bis fünf Mal durchgeführt, und aus diesen Werten 
wurden Mittelwerte gebildet (bei Western- und Northern-Blots nach der Stan-
dardisierung auf β-Aktin bzw. auf Ethidiumbromid). Diese Werte wurden jeweils 
als Prozent der jeweiligen Kontrollen angegeben. Im Rahmen der statistischen 
Auswertung wurden die p-Werte und die Standardabweichungen bzw. die 
95% Konfidenzintervalle berechnet. 
Bei der Erstellung der Wachstumskurven wurden die Zellen je dreimal für jeden 
Zeitpunkt gezählt, daraus Mittelwerte gebildet und das relative Zellwachstum 
auf die Zellzahl der unbehandelten Kontrollen nach 96 Stunden als Referenz-
punkt bezogen und in Prozent der unbehandelten Kontrollzellen angegeben. 
In den Tierexperimenten wurden die Tumoren jeweils gemessen und mit der in 
Kapitel 4.2.18 angegebenen Formel das Volumen berechnet. Um auch hier 
einen Bezugspunkt zu haben, wurden die einzelnen Tumorvolumina auf das 
Anfangsvolumen des jeweiligen Tumors bezogen, so dass Faktoren erhalten 
wurden, die mit 100 multipliziert die durchschnittliche Anfangsgröße der Tumo-
ren von 100 mm3 wiedergeben. Auch hier wurden für die verschiedenen The-
rapiegruppen Mittelwerte gebildet. 
 
Die statistische Auswertung erfolgte für die Untersuchungen der Auswirkung 
von ASOs mit dem zweiseitigen gepaarten T-Test, für die siRNA-Experimente 
bzw. die Expressionsplasmid-Experimente mit der zweiseitigen ANOVA (Analy-
sis of Variance; GraphPad Prism), um zufällige Effekte der einzelnen Gele bzw. 
Autoradiogramme und der verschiedenen Behandlungen zu vermeiden. Der 
statistische Vergleich erfolgte gegen verschiedene Kontrollgruppen: 
Es wurden alle behandelten Gruppen in den Antisense-Untersuchungen mit 
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Bei den siRNA-Untersuchungen erfolgte der statistische Vergleich der behan-
delten Zellen in allen Analysen mit den siRNA4S-behandelten Zellen.  Die Aus-
nahme bildeten hierbei die Wachstumskurven der verschiedenen Zelllinien 
sowie die konzentrationsabhängige PLK1-Protein-Bestimmung, bei denen der 
statistische Vergleich mit den unbehandelten Kontrollzellen (ohne Oligofec-
tamin  und ohne siRNA) erfolgte.  
Die mit Plasmiden zur Expression von shRNA behandelten Zellen bzw. Tiere 
wurden jeweils mit den mit dem parentalen Vektor pBS/U6 behandelten Zel-
len bzw. Tieren verglichen und die statistische Auswertung auf diese bezogen. 
Auch hier bildeten die Wachstumskurve und die konzentrationsabhängige 
PLK1-mRNA-Bestimmung in vitro eine Ausnahme, denn bei diesen beiden Ver-
suchen wurden wiederum die unbehandelten Kontrollzellen als Bezugspunkt 
für den statistischen Vergleich herangezogen. 
 
Für die Auswertung der immunhistochemischen Färbungen wurden die mit 
den Antikörpern angefärbten Zellen auf den Objektträgern ausgezählt und ihr 
prozentualer Anteil an der Gesamtzellzahl auf dem Objektträger ermittelt. Aus 
diesen Werten wurden im Anschluss Mittelwerte für die P12-behandelten bzw. 
für die pBS/U6/shRNA/PLK1-behandelten Mäuse gebildet und diese dann mit 
dem entsprechenden Mittelwert für die mit dem HSV-ASO bzw. mit pBS/U6 
behandelten Mäuse verglichen. 
 
Es werden demzufolge für alle Versuche mit den ASOs Mittelwerte, p-Werte 
und Standardabweichungen aus den T-Test-Analysen angegeben. Für die 
Versuche mit siRNA oder mit den shRNA-exprimierenden Plasmiden werden 
die Mittelwerte, p-Werte und 95% Konfidenzintervalle aus der ANOVA-
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5.1  Antisense-Oligonukleotidbehandlung verschiedener Krebszelllinien 
und von Xenograft-Mäusen 
In verschiedenen Krebszelllinien wurde der Einfluss von Antisense-
Oligonukleotiden (ASOs) gegen PLK1 getestet. Dabei wurden Parameter, wie 
z.B. die PLK1-Expression, der Phänotyp der Zellen, die Zellzyklusverteilung oder 
der Einfluss auf das Wachstum von Xenograft-Tumoren, analysiert. 
  
5.1.1 Bestimmung der PLK1-mRNA-Expression nach ASO-Behandlung 
Zuerst wurde die Fähigkeit der ASOs untersucht, die Spiegel an endogener 
PLK1-mRNA zu reduzieren. Dafür wurden die Zellen 24 Stunden nach der Trans-
fektion geerntet und die Menge an PLK1- und β-Aktin-mRNA im Northern-Blot 
bestimmt. Die Analyse der β-Aktin-mRNA diente zum einen dazu, die Spezifität 
der PLK1-Wirkung der ASOs zu zeigen, zum anderen diente β-Aktin, da es zell-
zyklusunabhängig exprimiert wird, dazu, die PLK1-mRNA-Menge zu standardi-
sieren, um unterschiedliche geladene Mengen auszugleichen. 
 
Als Erstes wurde die Mammakarzinom-Zelllinie MDA-MB-435 untersucht und 24 
Stunden nach der Transfektion für alle 26 ASOs Northern-Blot-Analysen durch-
geführt (Abb. 21). Zum Vergleich und zur Prüfung der Spezifität wurden zum 
einen auch unbehandelte Kontrollzellen untersucht, zum anderen wurden Zel-
len nur mit dem Transfektionsreagenz DOTAP behandelt und ebenfalls analy-
siert, und zum Dritten wurden Zellen mit dem HSV-ASO behandelt, um unspezifi-
sche ASO-Reaktionen auszuschließen. Zwei der eingesetzten gegen PLK1 ge-
richteten ASOs (P12 und P13) zeichneten sich durch eine besonders starke Re-
duktion der PLK1-mRNA, standardisiert gegen β-Aktin, aus. P12 reduzierte die 
PLK1-mRNA um 73%, P13 reduzierte die PLK1-mRNA um 60% verglichen mit der 
unbehandelten Kontrolle. Zusätzlich zur Standardisierung gegen β-Aktin wurde 
in diesem Versuch auch gegen GAPDH standardisiert. Da es aber keine we-5.1  Ergebnisse - Antisense-Oligonukleotidbehandlung verschiedener Krebszelllinien und 
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sentlichen Unterschiede in den Ergebnissen gab, wenn die Standardisierung 
gegen β-Aktin oder GAPDH stattfand, wurde in den folgenden Untersuchun-
gen auf die Standardisierung gegen GAPDH verzichtet.  
In Abbildung 21 sind die Autoradiogramme der Hybridisierungen gegen PLK1, 
β-Aktin und GAPDH dargestellt. Der besseren Übersichtlichkeit halber ist in der 
graphischen Auswertung der Autoradiogramme nur eines der beiden wirk-
samsten ASOs, P12, durch einen roten Pfeil hervorgehoben. 
 
 
Abbildung 21:  Reduktion der PLK1-mRNA in MDA-MB-435-Zellen durch ASOs 
Behandelt wurde mit den ASOs (P1 – P26 und dem HSV-ASO) in 
einer Konzentration von 250 nM. Die PLK1-mRNA-Bestimmung 
erfolgte 24 Stunden nach der Transfektion. Gezeigt sind die Mit-
telwerte der β-Aktin-standardisierten PLK1-mRNA-Spiegel über 
jeweils drei unabhängige Experimente. 
 
Die Wirkung der beiden ASOs – P12 und P13 –, die in MDA-MB-435-Zellen die 
PLK1-Expression am stärksten gehemmt haben, wurde in den weiteren Nor-5.1  Ergebnisse - Antisense-Oligonukleotidbehandlung verschiedener Krebszelllinien und 
von Xenograft-Mäusen 
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thern-Blots an anderen Krebszelllinien getestet und mit der Wirkung der Nega-
tivkontrolle, dem ASO gegen HSV, bzw. unbehandelten oder DOTAP-
behandelten Zellen verglichen. Auch hierbei erfolgten die Northern-Blots 24 
Stunden nach der Transfektion. Dabei konnte für die Zervixkarzinom-Zelllinie He-
La S3 für das ASO P12 ebenfalls eine deutliche Reduktion um 62%, und für das 
ASO P13 zumindest eine leichte Reduktion der PLK1-mRNA um 30% im Ver-
gleich zu den unbehandelten Kontrollzellen oder den mit dem HSV-ASO be-
handelten Zellen nachgewiesen werden (Abb. 22). 
 
 
Abbildung 22:  Reduktion der PLK1-mRNA in HeLa S3-Zellen durch ASOs 
Behandelt wurde mit den ASOs (P12, P13 und dem HSV-ASO) in 
einer Konzentration von 250 nM. Die PLK1-mRNA-Bestimmung 
erfolgte 24 Stunden nach der Transfektion. Gezeigt sind die Mit-
telwerte der β-Aktin-standardisierten PLK1-mRNA-Spiegel über 
drei unabhängige Experimente. 
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Auch bei der Bronchialkarzinom-Zelllinie A549 wurden die beiden ASOs – P12 
und P13 – eingesetzt und 24 Stunden nach der Transfektion mit verschiedenen 
Kontrollzellen verglichen. Hier konnte mit beiden ASOs eine deutliche Redukti-
on der PLK1-mRNA im Vergleich zu den verschiedenen Kontrollzellen erzielt 
werden (Abb. 23). P12 reduzierte die PLK1-mRNA um 87%, P13 reduzierte die 
PLK1-mRNA um 74% im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen.  
 
 
Abbildung 23:  Reduktion der PLK1-mRNA in A549-Zellen durch ASOs 
Behandelt wurde mit den ASOs (P12, P13 und dem HSV-ASO) in 
einer Konzentration von 250 nM. Die PLK1-mRNA-Bestimmung 
erfolgte 24 Stunden nach der Transfektion. Gezeigt sind die Mit-
telwerte der β-Aktin-standardisierten PLK1-mRNA-Spiegel über 
drei unabhängige Experimente. 
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5.1.2 Bestimmung der PLK1-Proteinmenge nach ASO-Behandlung 
Da es bei der Hemmung eines bestimmten Gens nicht alleine darauf an-
kommt, die mRNA zu reduzieren, sondern auch das Protein, das den Phänotyp 
der Zellen determiniert, vermindert werden soll, wurde neben dem Nachweis 
der Reduktion der PLK1-mRNA auch die PLK1-Proteinmenge analysiert. Zu die-
sem Zweck wurden 48 Stunden nach der Transfektion Western-Blot-analysen 
durchgeführt, in denen die PLK1-Proteinmenge auf die jeweilige β-Aktinmenge 
standardisiert wurde und im Anschluss daran auf die β-Aktin-standardisierte 
PLK1-Proteinmenge in den unbehandelten Kontrollzellen bezogen wurde. 
Auch hier wurden zur Kontrolle Zellen, die nur mit dem Transfektionsreagenz 
DOTAP bzw. dem HSV-ASO behandelt wurden, parallel untersucht. 
 
Zuerst wurden wie im Northern-Blot an der Zelllinie MDA-MB-435 alle 26 gegen 
PLK1 gerichteten ASOs eingesetzt und mit den Kontrollen verglichen. In der fol-
genden Abbildung 24 sind ein Western-Blot, auf dem allerdings wegen der 
besseren Übersichtlichkeit nur ein Teil der ASOs dargestellt ist, und die graphi-
sche Auswertung für alle ASOs gezeigt. Auch hier wird mit zwei roten Pfeilen 
auf die beiden wirksamsten ASOs P12 und P13 hingewiesen. Mit diesen konnte 
eine signifikante Reduktion des PLK1-Proteins erreicht werden: P12 reduzierte 














Abbildung 24:  Reduktion des PLK1-Proteins in MDA-MB-435-Zellen durch ver-
schiedene ASOs 
Behandelt wurde mit den ASOs (P1 – P26 und dem HSV-ASO) in 
einer Konzentration von 250 nM. Die PLK1-Protein-Bestimmung 
erfolgte 48 Stunden nach der Transfektion. Gezeigt ist im obe-
ren Teil der Abbildung ein Western-Blot zur Demonstration der 
Expression von PLK1 und β-Aktin. Im unteren Teil der Abbildung 
sind die Mittelwerte der β-Aktin-standardisierten PLK1-Protein-
Spiegel über drei unabhängige Experimente sowie die Stan-
dardabweichungen dargestellt. 
 
Um einen möglichen Hemmeffekt auch in anderen Zelllinien zu studieren, wur-
den auch im Western-Blot die beiden anderen Zelllinien untersucht. Hier konnte 
in HeLa S3-Zellen mit P12 eine signifikante Reduktion um 87% (p<0,05) und mit 
P13 um 47% (p<0,05) nachgewiesen werden. DOTAP und das Kontroll-ASO ge-
gen HSV hatten keinen Einfluss auf die Menge des PLK1-Proteins (Abb. 25). 




Abbildung 25:  Reduktion des PLK1-Proteins in HeLa S3-Zellen durch ASOs 
Behandelt wurde mit den ASOs (P12, P13 und dem HSV-ASO) in 
einer Konzentration von 250 nM. Die PLK1-Protein-Bestimmung 
erfolgte 48 Stunden nach der Transfektion. Gezeigt sind die Mit-
telwerte der β-Aktin-standardisierten PLK1-Protein-Spiegel über 
drei unabhängige Experimente sowie die Standardabwei-
chungen. 
 
In A549-Zellen war die PLK1-Protein-Reduktion durch P12 und P13 ebenfalls sig-
nifikant, hier konnte P12 das PLK1-Protein um 74% reduzieren (p<0,05) und P13 
konnte es um 61% reduzieren (p<0,05). Auch bei dieser Zelllinie übten DOTAP 
bzw. das HSV-ASO keinen Effekt auf die Menge des PLK1-Proteins aus. Dies ist in 









Abbildung 26:  Reduktion des PLK1-Proteins in A549-Zellen durch ASOs 
Behandelt wurde mit den ASOs (P12, P13 und dem HSV-ASO) in 
einer Konzentration von 250 nM. Die PLK1-Protein-Bestimmung 
erfolgte 48 Stunden nach der Transfektion. Gezeigt sind die Mit-
telwerte der β-Aktin-standardisierten PLK1-Protein-Spiegel über 
drei unabhängige Experimente sowie die Standardabwei-
chungen. 
 
Um die Spezifität der ASOs zu untermauern, sollte untersucht werden, ob ihre 
Wirkung konzentrationsabhängig ist. Außerdem wurde überprüft, ob die Wir-
kung auf die Proteinmenge proportional zu der Reduktion der PLK1-mRNA-
Expression ist. Zu diesem Zweck wurden P12 und das HSV-ASO an zwei der un-
tersuchten Zelllinien in aufsteigenden Konzentrationen eingesetzt. In MDA-MB-
435- und HeLa S3-Zellen zeigte P12 eine konzentrationsabhängige Reduktion 
des PLK1-Proteins mit einer mittleren inhibitorischen Konzentration (IC50) von 50 
– 75 nM. Auch in diesen Experimenten hatte das Kontroll-ASO gegen HSV keine 
signifikante Hemmwirkung auf die Proteinexpression. In der folgenden Abbil-5.1  Ergebnisse - Antisense-Oligonukleotidbehandlung verschiedener Krebszelllinien und 
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dung 27 ist die konzentrationsabhängige Reduktion des PLK1-Proteins durch 
P12 im Vergleich zu HSV an der Zelllinie MDA-MB-435 dargestellt. 
 
 
Abbildung 27:  Konzentrationsabhängige Reduktion des PLK1-Proteins in MDA-
MB-435-Zellen durch P12 
Behandelt wurde mit den ASOs (P12 und dem HSV-ASO) in 
Konzentrationen von 50 – 250 nM. Die PLK1-Protein-Bestimmung 
erfolgte 48 Stunden nach der Transfektion. Gezeigt sind die Mit-
telwerte der β-Aktin-standardisierten PLK1-Protein-Spiegel über 
drei unabhängige Experimente sowie die Standardabwei-
chungen. 
 
Darüber hinaus wurde die Expression von anderen zellulären Protein wie β-Aktin 
oder MAP-Kinase (p38) an dieser Zelllinie untersucht. Diese blieb durch die 
Transfektion mit den PLK1-ASOs ebenfalls unbeeinflusst. Diese Beobachtungen 
sprechen dafür, dass die Effekte, die durch die Behandlung mit P12 und P13 
hervorgerufen werden, auf einer sequenzspezifischen Wirkung der ASOs gegen 
PLK1 beruhen. 5.1  Ergebnisse - Antisense-Oligonukleotidbehandlung verschiedener Krebszelllinien und 
von Xenograft-Mäusen 
136
Das konnte auch durch die konzentrationsabhängige Reduktion des PLK1-
Proteins in HeLa S3-Zellen durch P12 bestätigt werden (Abb. 28). 
 
 
Abbildung 28:  Konzentrationsabhängige Reduktion des PLK1-Proteins in HeLa 
S3-Zellen durch P12 
Behandelt wurde mit dem ASO P12 in Konzentrationen von 50 – 
250 nM. Die PLK1-Protein-Bestimmung erfolgte 48 Stunden nach 
der Transfektion. Gezeigt sind die Mittelwerte der β-Aktin-
standardisierten PLK1-Protein-Spiegel über drei unabhängige 
Experimente sowie die Standardabweichungen. 
 
Aus all diesen Beobachtungen über die PLK1-mRNA- und –Protein-Reduktion 
kann gefolgert werden, dass es sich bei der PLK1-Reduktion durch ASOs um 
eine spezifische Reaktion handelt. Unter dieser Voraussetzung schlossen sich 
die weiteren Analysen der Auswirkungen der PLK1-Hemmung durch ASOs an. 
 5.1  Ergebnisse - Antisense-Oligonukleotidbehandlung verschiedener Krebszelllinien und 
von Xenograft-Mäusen 
137 
5.1.3 Untersuchung der Kinaseaktivität von endogenem PLK1 
Um zu klären, ob die reduzierten PLK1-Protein-Spiegel mit einer reduzierten 
PLK1-Kinaseaktivität korrelieren, wurde immunpräzipitiertes endogenes PLK1 
dem Kinaseassay unterworfen. Hierfür wurden HeLa S3-Zellen mit Opti-MEM I 
alleine, mit P12 bzw. dem HSV-ASO behandelt und 48 Stunden nach der Trans-
fektion auf Unterschiede in ihrer Kinaseaktivität analysiert.  
Durch Färbung des Gels mit Coomassie Brilliant Blue G-250 konnte bestätigt 
werden, dass gleiche Mengen des Substrates Kasein eingesetzt worden waren. 
Im Western-Blot der Immunpräzipitate, bei dem die PLK1-Proteinmenge in den 
Immunpräzipitaten nachgewiesen wurde, konnte zudem gezeigt werden, dass 
auch gleiche Mengen an PLK1 aus der Immunpräzipitation eingesetzt wurden. 
Um vergleichbare standardisierte Kinaseaktivitäten zu erhalten, wurde die 
Phosphorylierung von Kasein (gemessen als Bandenintensität) auf die einge-
setzte Kaseinmenge (ebenfalls als Bandenintensität des Coomassie-gefärbten 
Gels) standardisiert. Im Prä-Immunpräzipitat zur Negativkontrolle, um unspezifi-
sche Phosphorylierungen auszuschließen, konnte keine Kinaseaktivität nach-
gewiesen werden.  
Die Kinaseaktivität von PLK1, gemessen als die Phosphorylierung von exoge-
nem Kasein, konnte durch die P12-Behandlung um 50% gegenüber der Kina-
seaktivität in Kontrollzellen reduziert werden (Abb. 29). Die Transfektion der He-
La S3-Zellen mit dem HSV-ASO führte nicht zu einer reduzierten PLK1-
Kinaseaktivität, was aber auch nicht zu erwarten war, denn auch das PLK1-












Abbildung 29:  Kinaseassay mit PLK1 aus HeLa S3-Zellen nach ASO-
Behandlung 
Das Autoradiogramm zeigt die Phosphorylierung des Substrats 
Kasein durch endogenes PLK1 aus HeLa S3-Zellen 48 Stunden 
nach der Transfektion mit P12 bzw. dem HSV-ASO im Vergleich 
zur unbehandelten Kontrolle. Außerdem ist die Coomassie-
Brilliant Blue G-250-Färbung desselben Gels dargestellt sowie 
der Western-Blot der Immunpräzipitate. 
 
 
5.1.4 Antiproliferativer Effekt der ASO-Behandlung 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass ASOs die PLK1-mRNA- und –Protein-
Expression signifikant reduzieren können und damit eine Reduktion der Kina-
seaktivität einhergeht, wurde der Einfluss dieser PLK1-Reduktion auf die Prolife-
ration der untersuchten Krebszelllinien analysiert.  
Zu diesem Zweck wurden MDA-MB-435-Zellen mit P12, P13 bzw. dem HSV-ASO 
in einer Konzentration von 250 nM behandelt. Das Proliferationsverhalten von 5 
× 105 Zellen wurde über einen Zeitraum von 48 Stunden untersucht. Mit dem 
Transfektionsreagenz DOTAP alleine wurde nur eine geringe Reduktion der Pro-
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gleichbaren Effekt auf die Proliferation von MDA-MB-435-Zellen. P12 und P13 
hingegen zeigten einen signifikanten antiproliferativen Effekt (p<0,05). Die Re-
duktion betrug für P12 98% und für P13 93% gegenüber DOTAP-behandelten 
Zellen. 24 weitere PLK1-spezifische ASOs reduzierten die Proliferation von MDA-
MB-435-Zellen in dem Ausmaß, das etwa ihrem Potenzial entsprach, die PLK1-
mRNA bzw. das PLK1-Protein zu mindern (vgl. Kapitel 5.1.1 und 5.1.2). 
In Abbildung 30 ist die Wirkung von P12 und P13 auf die Proliferation von MDA-
MB-435-Zellen im Vergleich zu verschiedenen Kontrollzellen dargestellt. 
 
 
Abbildung 30:  Antiproliferative Wirkung von ASOs auf MDA-MB-435-Zellen 
Dargestellt ist die Zahl der Zellen am Tag vor der Transfektion 
sowie die Mittelwerte über die Zellzahlen 24 und 48 Stunden 
nach der Transfektion mit P12, P13 und dem HSV-ASO (250 nM) 
im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle und der DOTAP-
Kontrolle und die jeweiligen Standardabweichungen. 
 
Der nächste Schritt bestand darin, zu prüfen, ob die an MDA-MB-435-Zellen 
beobachtete antiproliferative Wirkung der ASOs einzigartig für diesen Zelltyp 5.1  Ergebnisse - Antisense-Oligonukleotidbehandlung verschiedener Krebszelllinien und 
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war oder ob vergleichbare Effekte auch in den anderen untersuchten Zelllinien 
(HeLa S3- und A549-Zellen) erzielt werden können. Dazu wurde die Proliferation 
von 5 × 105 Zellen über einen Zeitraum von jeweils 72 Stunden bestimmt.  
P12 und P13 waren auch in HeLa S3-Zellen und in A549-Zellen in der Lage, die 
Proliferation signifikant im Vergleich zu DOTAP-behandelten Zellen zu hemmen. 
Hierbei konnte in HeLa S3-Zellen nach 72 Stunden für P12 eine Reduktion von 
92% und für P13 eine Reduktion von 81% beobachtet werden, für beide war 
p<0,001. Bei A549-Zellen führte P12 zu einer Reduktion um 64% und P13 zu einer 
Reduktion um 54%, hier war p<0,05 für P12 und P13. Diese Werte sind in Abbil-
dung 31 für HeLa S3-Zellen und in Abbildung 32 für A549-Zellen dargestellt. In 
diesen  beiden Zelllinien zeigte das HSV-ASO einen leichten transienten zytoto-
xischen Effekt, der bei ASOs durch höhere Konzentrationen hervorgerufen wird. 
Die Zellen wurden aber nur in ihrer Proliferation gebremst und wuchsen weiter. 


















Abbildung 31:  Antiproliferative Wirkung von ASOs auf HeLa S3-Zellen 
Dargestellt ist die Zahl der Zellen am Tag vor der Transfektion 
sowie die Mittelwerte über die Zellzahlen 24, 48 und 72 Stunden 
nach der Transfektion mit P12, P13 und dem HSV-ASO (250 nM) 
im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle und der DOTAP-















Abbildung 32:  Antiproliferative Wirkung von ASOs auf A549-Zellen 
Dargestellt ist die Zahl der Zellen am Tag vor der Transfektion 
sowie die Mittelwerte über die Zellzahlen 24, 48 und 72 Stunden 
nach der Transfektion mit P12, P13 und dem HSV-ASO (250 nM) 
im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle und der DOTAP-
Kontrolle und die jeweiligen Standardabweichungen. 
 
Es wurden noch weitere Untersuchungen durchgeführt, die dem Nachweis der 
Spezifität der PLK1-ASO-Wirkung dienten. Und zwar wurde die konzentrations-
abhängige Wirkung der PLK1-ASOs auf die Proliferation gemessen und mit der 
Wirkung verschiedener Konzentrationen des HSV-ASOs verglichen. Zu diesem 
Zweck wurden bei MDA-MB-435-Zellen über einen Zeitraum von 24 Stunden die 
Zellzahlen bestimmt, nachdem mit 50 nM, 100 nM und 250 nM P12 bzw. dem 
HSV-ASO transfiziert wurde. Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der Prolife-
ration um 80% durch 250 nM P12 in MDA-MB-435-Zellen innerhalb von 24 Stun-
den (p<0,01). Die maximale Reduktion der Zellzahl konnte mit einer Konzentra-
tion von 250 nM erreicht werden (Abb. 33). Das HSV-ASO bewirkte in diesen 5.1  Ergebnisse - Antisense-Oligonukleotidbehandlung verschiedener Krebszelllinien und 
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Experimenten in keiner der eingesetzten Konzentrationen (50 – 250 nM) eine 
signifikante Hemmung der Proliferation. Es konnte nur eine leichte Hemmung in 
einer Konzentration von 250 nM im Vergleich zu den unbehandelten Kontroll-
zellen beobachtet werden, die wiederum auf die zytotoxischen Effekte zurück-
zuführen sind, die bei höheren ASO-Konzentrationen auftreten. 
 
 
Abbildung 33:  Konzentrationsabhängige antiproliferative Wirkung von P12 auf 
MDA-MB-435-Zellen im Vergleich zum HSV-ASO 
Dargestellt ist die Zahl der Zellen am Tag vor der Transfektion 
sowie die Mittelwerte über die Zellzahlen 24 Stunden nach der 
Transfektion mit verschiedenen Konzentrationen (50 – 250 nM) 
P12 und dem HSV-ASO im Vergleich zu der unbehandelten 
Kontrolle und der DOTAP-Kontrolle und die jeweiligen Stan-
dardabweichungen. 
 
In HeLa S3-Zellen wurde ebenfalls mit P12 und dem HSV-ASO in aufsteigenden 
Konzentrationen (50 – 250 nM) über 48 Stunden die Proliferation gemessen. In 
dieser Zelllinie konnte nach 24 Stunden eine signifikante Reduktion der Zellzahl 5.1  Ergebnisse - Antisense-Oligonukleotidbehandlung verschiedener Krebszelllinien und 
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durch 250 nM P12 um 95% festgestellt werden (p<0,001). Die maximale Reduk-
tion konnte auch in dieser Zelllinie erst mit 250 nM erreicht werden (Abb. 34). 
Auch in diesen Experimenten blieb das HSV-ASO in allen untersuchten Konzent-




Abbildung 34:  Konzentrationsabhängige antiproliferative Wirkung von P12 auf 
HeLa S3-Zellen im Vergleich zum HSV-ASO 
Dargestellt ist die Zahl der Zellen am Tag vor der Transfektion 
sowie die Mittelwerte über die Zellzahlen 24 und 48 Stunden 
nach der Transfektion mit verschiedenen Konzentrationen (50 – 
250 nM) P12 und dem HSV-ASO im Vergleich zu der unbehan-
delten Kontrolle und der DOTAP-Kontrolle und die jeweiligen 
Standardabweichungen. 
Im Western-Blot lag bei HeLa S3-Zellen die für die maximale Reduktion des 
PLK1-Proteins nötige Konzentration nur bei 100 nM, für die maximale Hemmung 
der Proliferation waren 250 nM nötig. Bei den MDA-MB-435-Zellen hingegen 
decken sich die Beobachtungen aus den Experimenten zur konzentrationsab-5.1  Ergebnisse - Antisense-Oligonukleotidbehandlung verschiedener Krebszelllinien und 
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hängigen Reduktion des PLK1-Proteins und der Proliferation, denn es waren 
sowohl für die maximale Reduktion des PLK1-Proteins als auch für die maximale 
Hemmung der Proliferation 250 nM nötig. Vergleiche hierzu die Abbildungen 27 
und 28 aus Kapitel 5.1.2 mit den Abbildungen 33 und 34 aus dem aktuellen 
Kapitel. Damit unterscheiden sich die Ergebnisse bei der konzentrationsabhän-
gigen Hemmung der Proliferation teilweise in der P12-Konzentration, die für die 
jeweilige maximale Reduktion des PLK1-Proteins bzw. der Proliferation erforder-
lich war, von den Western-Blot-Ergebnissen zur Analyse der konzentrationsab-
hängigen Reduktion des PLK1-Proteins in den beiden Zelllinien MDA-MB-435 
bzw. HeLa S3. 
 
5.1.5  Durchflusszytometrie (FACScan-Analyse) zur Bestimmung der 
Zellzyklusverteilung nach ASO-Behandlung 
Mittels FACScan-Analyse wurde untersucht, ob der beobachtete Zelltod mit 
einer Anreicherung der transfizierten Zellen in einer bestimmten Zellzyklusphase 
bzw. an einem der Kontrollpunkte, z.B. an der G2/M-Transition, einhergeht. Der 
Zusammenhang zwischen einer Anreicherung der Zellen in der G2-Phase und 
anschließender Apoptose konnte z.B. schon von Nishii et al. gezeigt werden 
(Nishii K. et. al. 1996).  
Dazu wurden die 24 Stunden zuvor mit P12, P13 bzw. dem HSV-ASO transfizier-
ten Zellen geerntet und mit Propidiumiodid angefärbt, um eine Fluoreszenz 
messen zu können, die dem DNA-Gehalt der Zellen proportional ist.  
 
In allen drei Zelllinien konnte nach PLK1-ASO-Behandlung (P12 und P13) ein 
schwacher Anstieg des Anteils von Zellen in der G2/M-Phase um 20 – 30% im 
Vergleich zu den Zellen der unbehandelten Kontrolle nachgewiesen werden. 
Die Behandlung mit dem HSV-ASO oder mit dem Transfektionsreagenz DOTAP 
hatte in allen drei Zelllinien keinen Einfluss auf die Zellzyklusverteilung. Die ein-
zelnen Werte sind in der folgenden Tabelle 5 dargestellt. Die Werte für P12 und 
P13 sind jeweils farbig hervorgehoben. 
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  G0/G1-Phase  G2/M-Phase  S-Phase 
MDA-MB-435     
Kontrolle  47% 8,5%  44,5% 
DOTAP  49% 7,7%  43,3% 
P12  41,9%  10%  48,1% 
P13  40,8%  12%  47,2% 
HSV-ASO  50,5% 8,1%  41,4% 
HeLa S3     
Kontrolle  46% 9%  45% 
DOTAP  48% 8,8%  43,2% 
P12  41,3%  11,8%  46,9% 
P13  43,2%  11,3%  45,5% 
HSV-ASO  47% 8,5%  44,5% 
A549     
Kontrolle  52,1% 5,5%  42,4% 
DOTAP  47,6% 5,6%  46,8% 
P12  43,9%  7,1%  49% 
P13  48,7%  6,8%  44,5% 
HSV-ASO  49,2% 5,9%  44,9% 
 
Tabelle 5:  Zellzyklus-Verteilung in MDA-MB-435-, HeLa S3- und A549-Zellen 
Gezeigt ist der prozentuale Anteil der Zellen (Kontrolle, DOTAP-
behandelt, P12-, P13- und HSV-transfiziert) in der jeweiligen Zellzyk-
lusphase in Prozent der Gesamtzellzahl (30.000) 24 Stunden nach 
der Transfektion. Die jeweilige ASO-Konzentration betrug 250 nM. 
Farbig hervorgehoben sind die erhöhten Werte für die G2/M-Phase 
bei den P12- und P13-behandelten Zellen. 
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5.1.6  Immunfluoreszenzuntersuchung zur Detektion phänotypischer 
Veränderungen in ASO-behandelten Zellen 
Es wurde dann mit Hilfe einer Immunfluoreszenzanalyse untersucht, ob die 
PLK1-ASO-Behandlung auch Veränderungen des Phänotyps der Zellen verur-
sacht. Dazu wurden 48 Stunden nach der Transfektion α- und γ-Tubulin ange-
färbt, um einerseits durch α-Tubulin den Spindelfaserapparat/die Mikrotubuli 
und andererseits durch γ-Tubulin die Zentrosomen sichtbar zu machen. Dass 
die Mikrotubulibildung und Zentrosomenseparation intaktes PLK1 erfordern, 
konnte bereits im Jahre 1996 von Lane und Nigg (Lane H.A. et. al. 1996) ge-
zeigt werden. In der genannten Studie zeigten sich nach Mikroinjektion von 
PLK1-Antikörpern monoastrale Mikrotubuli und nicht-getrennte Chromosomen 
zu Beginn der Mitose, was auf ein Fehlen von PLK1 zurückgeführt wurde. 
In der vorliegenden Arbeit zeigten A549-Zellen, die mit dem HSV-ASO (250 nM) 
behandelt wurden, einen normalen Phänotyp. Sie konnten normale Zentroso-
men ausbilden und die Mitose vollenden. Die mit P12 (250 nM) behandelten 
Zellen rundeten sich ab und verloren die Adhäsion zu den Zellkulturgefäßen. 
Sie waren nicht mehr in der Lage, die Mitose zu beenden, sondern zeigten 
häufig ungetrennte Chromosomen bzw. multiple Zentrosomen. Diese beiden 










Abbildung 35:  Immunfluoreszenzfärbung von A549-Zellen [grün: γ-Tubulin] 
Es sind zwei Zellen mit typischer Morphologie 24 Stunden nach 
der Transfektion mit 250 nM P12 zu sehen, deren Zentrosomen 




Nachdem die in vitro-Experimente verschiedene Hinweise für die spezifische 
Wirkung der PLK1-ASOs geliefert haben, wurde das Antisense-Prinzip auch im 
humanen Tumor-Xenograft-Modell mit Nacktmäusen auf seine Wirksamkeit 
überprüft. 
Dafür wurden wiederum P12, P13 und als Negativkontrolle das HSV-ASO einge-
setzt, um die Spezifität zu überprüfen. Wie in Kapitel 4.2.18 beschrieben, wurde 
bei einem durchschnittlichen Tumorvolumen von 100 mm3 mit der Therapie 
begonnen. Die Tiere erhielten über einen Zeitraum von 24 – 28 Tagen eine In-
jektion von 6 mg ASO/kg Körpergewicht/Tag bzw. 12 mg ASO/kg Körperge-
wicht/Tag per Bolusinjektion in die Schwanzvene. Eine Negativkontrollgruppe 
erhielt nur PBS. Die Tumorvolumina wurden zweimal wöchentlich mit dem Kali-
per gemessen. 
Anfängliche Versuche in MDA-MB-435- und A549-Xenograft-Modellen mit einer 
Dosierung von 6 mg/kg Körpergewicht/Tag, blieben ohne Hemmeffekt auf das 
Tumorwachstum. Erst im A549-Xenograft-Modell mit einer Dosierung von 12 
mg/kg Körpergewicht/Tag konnten beide PLK1-ASOs das Tumorwachstum sig-
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nifikant reduzieren (p<0,05), P12 um 70% und P13 um 86% (Abb. 36). Das HSV-
ASO hatte in allen Versuchen mit beiden Dosierungen keine inhibierende Wir-
kung auf das Tumorwachstum, der Kurvenverlauf war jeweils parallel zur PBS-
Kontrolle. 
Die durch P12 und P13 erzielte Wachstumsinhibition wurde in Relation gesetzt 
zum exponentiellen Wachstum, das sowohl die Kontrollgruppe aufwies, der 
täglich PBS injiziert wurde, als auch die Kontrollgruppe, die das HSV-ASO in 
gleicher Dosierung wie P12 und P13 erhielt.  
 
 
Abbildung 36:  Hemmung des Tumorwachstums im humanen Xenograft-
Modell (A549) 
Es sind die Mittelwerte über die Tumorvolumina [mm3] darge-
stellt und die Standardabweichungen eingezeichnet. Alle Tu-
morvolumina sind in Beziehung gesetzt zum Anfangsvolumen 
von jeweils 100 mm3. 
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Die Wachstumsreduktion der Tumoren wurde durch eine anschließende im-
munhistochemische Analyse im Detail untersucht. Hierzu wurden die Tumoren 
am Tag nach der letzten Injektion entnommen und mit Antikörpern gegen 
PLK1 bzw. MIB-I gefärbt.  
Die Gabe des HSV-ASOs über 24 Tage hatte keinen Effekt auf den Prozentsatz 
der PLK1-positiven Zellen (76%) verglichen mit den Tumoren der unbehandel-
ten Kontrolltiere. Die Injektion von 12 mg P12/kg Körpergewicht/Tag (bzw. 12 
mg P13/kg Körpergewicht/Tag) reduzierte die Anzahl der PLK1-positiven Zellen 
hingegen deutlich (10% PLK1-positive Zellen). 
Die immunhistochemische Färbung von PLK1 konnte damit verdeutlichen, dass 
durch die P12-Behandlung spezifisch die Expression des PLK1-Proteins und da-
mit die Proliferationsaktivität im Tumorgewebe reduziert werden konnte. Die 
Färbung mit Antikörpern gegen den konventionell eingesetzten Proliferations-
marker MIB-1 zeigte eine Reduktion der proliferierenden Zellen von 61% auf 8% 
nach PLK1-ASO-Behandlung, was ein weiteres Indiz für die Reduktion der Proli-
feration und damit für die Hemmung des Tumorwachstums durch P12-
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Abbildung 37:  Immunhistochemische Färbung von PLK1 und MIB-I 
PLK1-Expression nach HSV-ASO-Injektion [A] bzw. nach P12-
Injektion [B]; MIB-1-Expression nach HSV-ASO-Injektion [C] bzw. 
nach P12-Injektion [D]. 
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5.2  siRNA-Behandlung verschiedener Krebszelllinien, primärer humaner 
Mammaepithelzellen und von Xenograft-Mäusen 
Die Anwendung von Antisense-Oligonukleotiden in Säugetieren wird durch ihre 
toxische Wirkung in höheren Konzentrationen und die damit verbundenen Ne-
benwirkungen sowie die hohen Kosten bei der Herstellung immer noch limitiert. 
Daher wurde in der vorliegenden Arbeit eine zweite Technik eingesetzt, mit der 
die PLK1-Expression spezifisch reduziert werden sollte, die RNA-Interferenz.  
Auch durch die siRNA-Behandlung sollte in den verschiedenen Krebszelllinien 
und in einem primären humanen Zellsystem (HMECs = human mammary epi-
thelial cells) versucht werden, die Expression von PLK1 zu hemmen.  
Die zu diesem Zweck eingesetzten siRNAs wurden nach dem Schema von El-
bashir  et al. (Elbashir S.M. et. al. 2001a) konzipiert, d.h. es wurde nach Se-
quenzbereichen in der PLK1-mRNA gesucht, in denen auf zwei Adenosine 19 
beliebige Nukleotide und zwei Thymidine folgen, so dass siRNAs synthetisiert 
werden konnten, die einen 3´-Überhang von zwei Deoxythymidinen enthalten, 
um die Stabilität der siRNAs gegenüber Nukleasen zu erhöhen (Elbashir S.M. et. 
al. 2001a). Zur Überprüfung der Spezifität der siRNA-Aktion wurde neben den 
PLK1-siRNAs eine weitere siRNA zur Kontrolle eingesetzt, die gegen die Lamine 
A/C gerichtet ist. Bei dieser siRNA wurde außerdem in MCF-7-Zellen und in 
HMECs der Einfluss auf die Expression des Lamin A/C-Proteins untersucht, damit 
nicht nur der Effekt einer siRNA gegen ein tumorassoziiertes Gen analysiert 
wurde, sondern auch der Effekt einer siRNA gegen ein normales Zytoskelettpro-
tein. 
Im Anschluss an die in vitro-Untersuchungen sollte der Effekt der siRNAs auch im 
Xenograft-Modell an Nacktmäusen untersucht werden.  
 
5.2.1 Bestimmung der PLK1-mRNA-Expression nach siRNA-Behandlung 
Um die siRNA-Wirkung auf mRNA-Ebene zu studieren, wurden die Zellen der 
Krebszelllinien MCF-7, HeLa S3, SW-480 und A549 mit den gegen PLK1 gerichte-
ten siRNAs (siRNA2 – 5), der siRNA gegen die Lamine A/C (siRNA1) und der 5.2  Ergebnisse - siRNA-Behandlung verschiedener Krebszelllinien, primärer humaner 
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„scrambled“-Kontrolle (siRNA4S), die von der Basenzusammensetzung siRNA4 
entspricht (vgl. Kapitel 4.1.4.2), transfiziert. Die transfizierten Zellen wurden 6, 24 
und 48 Stunden nach der Transfektion geerntet und Northern-Blots angefertigt. 
Die primären Zellen (HMECs) wurden 48 Stunden nach der Transfektion auf die 
Hemmung der PLK1-mRNA-Expression untersucht. Es wurde auch in diesen Ex-
perimenten die PLK1- und die β-Aktin-Expression gemessen. Der Vergleich mit 
der β-Aktin-Expression diente dazu, da es zellzyklusunabhängig exprimiert wird, 
die PLK1-mRNA-Menge zu standardisieren, um unterschiedliche auf die Gele 
geladene Mengen an Gesamt-RNA auszugleichen. Die β-Aktin-standardisierte 
PLK1-mRNA-Menge in den transfizierten Zellen wurde mit der β-Aktin-
standardisierten PLK1-mRNA-Menge der siRNA4S-behandelten Zellen vergli-
chen. 
 
In der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 konnte 6 Stunden nach der Transfektion 
mit siRNA2, siRNA3, siRNA4 bzw. siRNA5 in einer Konzentration von 56 nM vergli-
chen mit 56 nM siRNA4S noch keine statistisch signifikante Reduktion der PLK1-
mRNA nachgewiesen werden, aber nach 24 bzw. 48 Stunden war eine statis-
tisch signifikante Reduktion der PLK1-mRNA um 25 – 75% verglichen mit den 
siRNA4S-behandelten Zellen nachweisbar (Abb. 38). Nach 24 Stunden war 
p<0,01 für siRNA2 – 5 und nach 48 Stunden nur für siRNA4. Mit siRNA1, die ge-
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Abbildung 38:  Reduktion der PLK1-mRNA in MCF-7-Zellen 6, 24 und 48 Stunden 
nach der Transfektion mit siRNA 
Behandelt wurde mit den siRNAs (siRNA1 – 5 und siRNA4S) in ei-
ner Konzentration von 56 nM. Die PLK1-mRNA-Bestimmung er-
folgte 6, 24 und 48 Stunden nach der Transfektion. Gezeigt sind 
im oberen Teil der Abbildungen jeweils die Northern-Blots für 
PLK1 und β-Aktin. Im unteren Teil sind jeweils die graphische 
Darstellung der Mittelwerte der β-Aktin-standardisierten PLK1-
mRNA-Spiegel über drei unabhängige Experimente sowie die 
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Durch Einsatz von PLK1-spezifischer siRNA konnte die PLK1-mRNA-Menge in 
MCF-7-Zellen also deutlich reduziert werden. Es wurde im Folgenden unter-
sucht, ob dieser Hemmeffekt durch PLK1-spezifische siRNAs auch auf andere 
Zelltypen übertragbar ist. 
 
In der Zervixkarzinom-Zelllinie HeLa S3 konnte nach 6 Stunden noch keine signi-
fikante Reduktion der PLK1-mRNA durch siRNA2 – 5 verglichen mit siRNA4S 
nachgewiesen werden, aber auch hier konnten für siRNA2 – 5 nach 24 und 48 
Stunden vergleichbare signifikante Reduktionen wie in den MCF-7-Zellen 
nachgewiesen werden, die im Bereich von 70 – 80% lagen (Abb. 39). Nach 24 
Stunden war für siRNA3 und siRNA5 p<0,01, für siRNA2 und siRNA4 war sogar 
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Abbildung 39:  Reduktion der PLK1-mRNA in HeLa S3-Zellen 6, 24 und 48 Stun-
den nach der Transfektion mit siRNA 
Behandelt wurde mit den siRNAs (siRNA1 – 5 und siRNA4S) in ei-
ner Konzentration von 56 nM. Die PLK1-mRNA-Bestimmung er-
folgte 6, 24 und 48 Stunden nach der Transfektion. Gezeigt sind 
die Mittelwerte der β-Aktin-standardisierten PLK1-mRNA-Spiegel 
über drei unabhängige Experimente sowie die 95% Konfiden-
zintervalle. 
 
Auch in der Kolonkarzinom-Zelllinie SW-480 konnte eine starke PLK1-mRNA-
Reduktion von 60 – 80% durch die siRNA-Behandlung verglichen mit siRNA4S 
beobachtet werden, und zwar trat sie bei dieser Zelllinie bereits nach 6 Stun-
den auf, war aber für alle drei Zeitpunkte nur für siRNA4 und siRNA5 statistisch 
signifikant (Abb. 40). Nach 6 Stunden war p<0,05 für siRNA4 und siRNA5, nach 
24 Stunden war p<0,05 für siRNA4 und p<0,01 für siRNA5 und nach 48 Stunden 
war p<0,01 für siRNA4 und p<0,05 für siRNA5. Für die Bronchialkarzinom-Zelllinie 
A549 konnte für verschiedene Zeitpunkte und verschiedene siRNAs eine statis-
tisch signifikante Reduktion der PLK1-mRNA um 50 – 80% gezeigt werden (Abb. 
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41). Die PLK1-mRNA-Reduktion war nach 6 Stunden durch siRNA2 (p<0,001) 
und siRNA5 (p<0,01) statistisch signifikant, nach 24 Stunden für siRNA2, 4 und 5 
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Abbildung 40:  Reduktion der PLK1-mRNA in SW-480-Zellen 6, 24 und 48 Stun-
den nach der Transfektion mit siRNA 
Behandelt wurde mit den siRNAs (siRNA1 – 5 und siRNA4S) in ei-
ner Konzentration von 56 nM. Die PLK1-mRNA-Bestimmung er-
folgte 6 Stunden nach der Transfektion. Gezeigt sind die Mittel-
werte der β-Aktin-standardisierten PLK1-mRNA-Spiegel über drei 
unabhängige Experimente sowie die 95% Konfidenzintervalle. 
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Abbildung 41:  Reduktion der PLK1-mRNA in A549-Zellen 6, 24 und 48 Stunden 
nach der Transfektion mit siRNA 
Behandelt wurde mit den siRNAs (siRNA1 – 5 und siRNA4S) in ei-
ner Konzentration von 56 nM. Die PLK1-mRNA-Bestimmung er-
folgte 6 Stunden nach der Transfektion. Gezeigt sind die Mittel-
werte der β-Aktin-standardisierten PLK1-mRNA-Spiegel über drei 
unabhängige Experimente sowie die 95% Konfidenzintervalle. 
 
Nachdem die PLK1-mRNA-Reduktion in diversen Krebszelllinien gezeigt werden 
konnte, stellte sich die Frage, ob dies auch in primären, nicht-transformierten 
Zellen, z.B. in humanen Mammaepithelzellen (HMEC), möglich ist. Die Konzent-
rationen der siRNAs (0,56 – 566 nM), die in den Krebszelllinien zu signifikanten 
Reduktionen der PLK1-mRNA führten, zeigten jedoch in den HMECs keine Wir-
kung. Erst hohe Konzentrationen von 2 µM führten zu einer statistisch signifikan-
ten Reduktion der PLK1-mRNA-Expression verglichen mit den siRNA4S-
transfizierten Zellen 48 Stunden nach der Transfektion (Abb. 42). Die Reduktion 
betrug für siRNA3 54% (p<0,05) und für siRNA4 63% (p<0,05).  
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Abbildung 42:  Reduktion der PLK1-mRNA in HMECs 48 Stunden nach der 
Transfektion mit siRNA 
Behandelt wurde mit den siRNAs (siRNA1 – 5 und siRNA4S) in ei-
ner Konzentration von 2 µM. Die PLK1-mRNA-Bestimmung er-
folgte 48 Stunden nach der Transfektion. Gezeigt sind im obe-
ren Teil der Abbildung die Northern-Blots für PLK1 und β-Aktin. 
Im unteren Teil sind die graphische Darstellung der Mittelwerte 
der  β-Aktin-standardisierten PLK1-mRNA-Spiegel über drei un-
abhängige Experimente sowie die 95% Konfidenzintervalle zu 
sehen. 
 
In allen eben beschriebenen Transfektionsexperimenten wurde eine weitere, 
bereits angesprochene siRNA eingesetzt, siRNA1, die gegen die Lamine A/C 
gerichtet ist. Diese hatte in keiner der untersuchten Zelllinien bzw. in den primä-5.2  Ergebnisse - siRNA-Behandlung verschiedener Krebszelllinien, primärer humaner 
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ren Zellen einen Einfluss auf die Expression der PLK1-mRNA, was ein erstes wich-
tiges Indiz für die spezifische Wirkung der eingesetzten siRNAs gegen PLK1 dar-
stellt (vgl. hierzu Abb. 38 – 42).  
 
5.2.2 Bestimmung der PLK1-Proteinmenge nach siRNA-Behandlung 
Nach der Bestimmung der PLK1-mRNA-Expression wurde die PLK1-
Proteinmenge analysiert, um zu überprüfen, ob die Abnahme der PLK1-mRNA-
Menge durch den Einsatz von siRNAs auch die Hemmung der PLK1-
Proteinmenge zur Folge hat. 
Hierfür wurden 48 Stunden nach der Transfektion der Krebszelllinien mit den 
siRNAs gegen PLK1 und gegen die Lamine A/C Western-Blots angefertigt, in 
denen die PLK1-Proteinmenge auf die jeweils korrespondierende β-
Aktinmenge standardisiert wurde und im Anschluss daran auf die β-Aktin-
standardisierte PLK1-Proteinmenge in siRNA4S-behandelten Zellen bezogen 
wurde.  
In den zuerst untersuchten MCF-7-Zellen konnte eine statistisch signifikante Re-
duktion des PLK1-Proteins auf Werte von 5 – 15% (p<0,01 für siRNA2 – 5 vergli-
chen mit siRNA4S) nachgewiesen werden, die der durch siRNA2 – 5 induzierten 
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Abbildung 43:  Reduktion des PLK1-Proteins in MCF-7-Zellen nach Transfektion 
mit siRNA 
Behandelt wurde mit den siRNAs (siRNA1 – 5 und siRNA4S) in ei-
ner Konzentration von 56 nM. Die PLK1-Protein-Bestimmung er-
folgte 48 Stunden nach der Transfektion. Gezeigt ist im oberen 
Teil der Abbildung der Western-Blot zur Demonstration der Ex-
pression von PLK1 und β-Aktin. Im unteren Teil sind die Mittelwer-
te der β-Aktin-standardisierten PLK1-Protein-Spiegel über drei 
unabhängige Experimente sowie die 95% Konfidenzintervalle 
dargestellt. 
 
Ob auch in anderen Krebszelllinien die PLK1-Proteinmenge durch PLK1-
spezifische siRNAs reduzierbar war, wurde anschließend untersucht. In HeLa S3-
Zellen führten wie in MCF-7-Zellen auch alle eingesetzten siRNAs gegen PLK1 
(siRNA2 – 5) zu einer statistisch signifikanten Reduktion der PLK1-
Proteinexpression auf Werte von 21 – 40% verglichen mit siRNA4S (p<0,05 für 5.2  Ergebnisse - siRNA-Behandlung verschiedener Krebszelllinien, primärer humaner 
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siRNA2 und siRNA4; p<0,01 für siRNA3 und siRNA5) (Abb. 44). In SW-480-Zellen 
war die Reduktion des PLK1-Proteins im Vergleich zu siRNA4S ebenfalls statis-
tisch signifikant, es ergaben sich folgende Werte: Die Reduktion auf 11 – 41% 
war für siRNA3 – 5 statistisch signifikant mit p<0,01, und für siRNA2 war p<0,05. In 
A549-Zellen schließlich wurde das PLK1-Protein durch siRNA2 – 5 auf Werte von 
17 – 34% verglichen mit siRNA4S reduziert (p<0,01 für siRNA4 und p<0,05 für siR-
NA3 und siRNA5). Die jeweilige graphische Auswertung der 48 Stunden nach 
der Transfektion angefertigten Western-Blots ist in der folgenden Abbildung 44 
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Abbildung 44:  Reduktion des PLK1-Proteins in HeLa S3-, SW-480- und A549-
Zellen nach Transfektion mit siRNA 
Behandelt wurden alle drei Zelllinien mit den siRNAs (siRNA1 – 5 
und siRNA4S) in einer Konzentration von 56 nM. Die PLK1-
Protein-Bestimmung erfolgte 48 Stunden nach der Transfektion. 
Gezeigt sind die Mittelwerte der β-Aktin-standardisierten PLK1-
Protein-Spiegel über drei unabhängige Experimente sowie die 
95% Konfidenzintervalle. 
 
In den primären Mammaepithelzellen HMEC war zwar ein Nachweis der PLK1-
mRNA möglich, auf Proteinebene allerdings lag in diesen Zellen die PLK1-
Menge an der Nachweisgrenze, so dass die Wirkung von siRNAs auf die PLK1-
Proteinmenge in diesem Zellsystem leider nicht untersucht werden konnte. Die-
se Beobachtung deckt sich mit früheren Studien, in denen gezeigt werden 
konnte, dass die PLK1-Proteinmenge in primären Zellen mit geringer proliferati-
ver Aktivität gering ist (Yuan J. et. al. 1997). 
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Eine wichtige Untersuchung zur Spezifität der siRNAs gegen PLK1 bestand in der 
Analyse der konzentrationsabhängigen Reduktion des PLK1-Proteins. Dafür 
wurden MCF-7-Zellen mit aufsteigenden Konzentrationen siRNA1, siRNA4 und 
siRNA4S (0,5 nM, 5,6 nM, 56 nM und 566 nM) behandelt. Es konnte bei den Kon-
zentrationen von 0,5 – 56 nM siRNA4 eine statistisch signifikante konzentrations-
abhängige Reduktion des PLK1-Proteins auf 11 – 29% der Menge in Kontrollzel-
len nachgewiesen werden (p<0,05 für 5,6 nM, p<0,01 für 0,5 und 56 nM). Bei 
566 nM allerdings wurde das inhibitorische Potenzial von siRNA4 wieder verrin-
gert, was eventuell durch geringere Transfektionseffizienzen bei der Applikation 
höherer siRNA-Konzentrationen verursacht worden sein kann (Elbashir S.M. et. 
al. 2001a). Diese konzentrationsabhängige Reduktion des PLK1-Proteins durch 
siRNA4 im Vergleich zu siRNA1 und siRNA4S in den gleichen Konzentrationen ist 
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Abbildung 45:  Konzentrationsabhängige Reduktion des PLK1-Proteins in MCF-
7-Zellen 48 Stunden nach der Transfektion mit siRNA1, siRNA4 
bzw. siRNA4S 
Behandelt wurde mit den siRNAs (siRNA1, siRNA4  und siRNA4S) 
in verschiedenen Konzentrationen von 0,5 – 566 nM. Die PLK1-
Protein-Bestimmung erfolgte 48 Stunden nach der Transfektion. 
Gezeigt sind die Mittelwerte der β-Aktin-standardisierten PLK1-
Protein-Spiegel über drei unabhängige Experimente sowie die 
95% Konfidenzintervalle. 
 
Eine weitere interessante Beobachtung konnte in MCF-7-Zellen nach der Trans-
fektion mit siRNAs auf PLK1-Proteinebene gemacht werden. In dieser Zelllinie 
war die gleichzeitige Transfektion von siRNA4 zusammen mit entweder siRNA2, 
siRNA3 oder siRNA5, jedes in einer Konzentration von 28 nM, effektiver als die 
Transfektion von 56 nM siRNA4 bezüglich der Reduktion des PLK1-Proteins 48 
Stunden nach der Transfektion. 
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5.2.3 Bestimmung der Lamin A/C-Proteinmenge nach siRNA-Behandlung 
Hinsichtlich der Hemmbarkeit von PLK1 stellte sich nun die Frage, ob auch 
nicht-tumorassoziierte Gene mit gleicher Effizienz hemmbar sind wie PLK1. Dazu 
diente die Bestimmung der Lamin A/C-Proteinmenge. Um dies zu untersuchen, 
wurden aus MCF-7-Zellen und HMECs 48 Stunden nach der Transfektion mit 
siRNA1 Proteinlysate hergestellt und Western-Blots zum Nachweis der Lamin 
A/C-Protein-Reduktion angefertigt. Auch in diesen Versuchen diente der 
gleichzeitige Nachweis von β-Aktin der Standardisierung auf die eventuell un-
terschiedliche geladene Proteinmenge. Hier wurde die so erhaltene β-Aktin-
standardisierte Lamin A/C-Proteinmenge auf die gleichermaßen standardisier-
te Lamin A/C-Proteinmenge in unbehandelten Kontrollzellen bezogen und so 
eine prozentuale Reduktion ermittelt. 
 
Da auch in den vorangegangenen Versuchen zur Reduktion der PLK1-mRNA 
(vgl. Kapitel 5.2.1) mit siRNA2 – 5 in den primären Mammaepithelzellen wesent-
lich höhere Konzentrationen als in den Krebszelllinien eingesetzt werden muss-
ten, waren auch bei der Behandlung mit siRNA1 zur Erzielung vergleichbarer 
Hemmeffekte unterschiedliche Konzentrationen erforderlich, und zwar wurden 
in MCF-7-Zellen 56 nM siRNA1 und in HMECs 2 µM siRNA1 eingesetzt. Die unter-
schiedlichen erforderlichen Konzentrationen ergeben sich aus verschiedenen 
Transfektionseffizienzen in Krebszelllinien verglichen mit primären Zellen, die 
wahrscheinlich auf unterschiedlichen Permeabilitäten der Zellmembran beru-
hen (vgl. Kapitel 5.2.9). 
 
Mit diesen Konzentrationen konnte dann allerdings sowohl in MCF-7-Zellen als 
auch in HMECs 48 Stunden nach der Transfektion ein (fast) vollständiger Verlust 
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Abbildung 46:  Reduktion des Lamin A/C-Proteins in MCF-7-Zellen und HMECs 
48 Stunden nach der Transfektion mit siRNA1  
Behandelt wurde mit siRNA1 in einer Konzentration von 56 nM 
(MCF-7-Zellen) bzw. 2 µM (HMECs). Die Lamin A/C-Protein-
Bestimmung erfolgte 48 Stunden nach der Transfektion. Gezeigt 
sind die Mittelwerte der β-Aktin-standardisierten Lamin A/C-
Protein-Spiegel über drei unabhängige Experimente sowie die 
95% Konfidenzintervalle. 
 
Zur Spezifität der siRNA-Wirkung lässt sich zusammenfassend an dieser Stelle 
bereits festhalten, dass die beiden Kontroll-siRNAs – siRNA1 bzw. siRNA4S – im 
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen, die lediglich mit Opti-MEM I 
ohne siRNA oder Oligofectamin inkubiert wurden, keine Effekte auf die PLK1-
mRNA- oder PLK1-Proteinspiegel ausübten. Außerdem blieb die Lamin A/C-
Proteinmenge in MCF-7-Zellen und in HMECs durch die Behandlung der Zellen 
mit siRNA2 – 5 gegen PLK1 unbeeinflusst. Das heißt, durch die siRNA-
Behandlung wurde in allen untersuchten Fällen nur die Expression der jeweili-
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gen Ziel-mRNA signifikant reduziert, und die Expression anderer mRNAs bzw. 
Proteine blieb unbeeinflusst. 
 
5.2.4 Untersuchung der Kinaseaktivität von endogenem PLK1 
Auch bei der Hemmung der PLK1-Expression mit Hilfe von siRNAs ist es interes-
sant, ob die Reduktion des PLK1-Proteins mit einer verringerten Kinaseaktivität 
von endogenem PLK1 einhergeht.  
Um dies zu analysieren, wurden MCF-7-Zellen 48 Stunden nach der Transfektion 
mit siRNA4 bzw. siRNA4S in einer Konzentration von 56 nM geerntet, die endo-
gene Kinase PLK1 immunpräzipitiert und das resultierende Immunpräzipitat ei-
nem enzymatischen Test, dem Kinaseassay, unterworfen.  
Durch Färbung des Gels mit Coomassie Brilliant Blue G-250 konnte bestätigt 
werden, dass gleiche Mengen des exogenen Substrates, der CRS-(cytoplasmic 
retention signal)-Region von Cyclin B1 (vgl. Kapitel 2.2.3), eingesetzt worden 
waren. Im Western-Blot konnte gezeigt werden, dass auch gleiche Mengen an 
PLK1 aus der Immunpräzipitation eingesetzt wurden. Um vergleichbare stan-
dardisierte Kinaseaktivitäten zu erhalten, wurde die Phosphorylierung der CRS 
(gemessen als Bandenintensität) auf die eingesetzte CRS-Menge (ebenfalls als 
Bandenintensität des Coomassie-gefärbten Gels) standardisiert. Im Prä-
Immunpräzipitat zur Negativkontrolle, um unspezifische Phosphorylierungen 
auszuschließen, konnte keine Kinaseaktivität nachgewiesen werden.  
Die Kinaseaktivität, gemessen als Phosphorylierung der CRS-Region von Cyclin 
B1, konnte durch die siRNA4-Behandlung auf 18% der Kinaseaktivität in Kon-
trollzellen, die mit Opti-MEM I inkubiert worden waren, reduziert werden (Abb. 
47). Durch siRNA4S hingegen wurde die Kinaseaktivität nicht vermindert. Das 
bedeutet, dass die siRNA-Wirkung auch auf Ebene der Kinaseaktivität zu einer 
deutlichen Hemmung führt. 
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Abbildung 47:  Kinaseassay mit PLK1 aus MCF-7-Zellen nach siRNA-
Behandlung 
Das Autoradiogramm zeigt die Phosphorylierung des Substrats 
CRS durch endogenes PLK1 aus MCF-7-Zellen 48 Stunden nach 
der Transfektion mit siRNA4 bzw. siRNA4S im Vergleich zur unbe-
handelten Kontrolle. Außerdem ist die Coomassie-Brilliant Blue 
G-250-Färbung desselben Gels dargestellt sowie der Western-
Blot der Immunpräzipitate. 
 
 
5.2.5  Immunfluoreszenzuntersuchungen zur Detektion von morphologischen 
Veränderungen bei reduziertem PLK1-Proteinspiegel 
Um Veränderungen in der Morphologie der transfizierten Zellen aufzudecken, 
wurde von den vier eingesetzten siRNAs gegen PLK1 (siRNA2 – 5) siRNA4 aus-
gewählt, da diese siRNA in den vorangegangenen Untersuchungen die stärks-
te inhibierende Wirkung auf die PLK1-mRNA- und -Protein-Expression zeigte. 
Kontrollzellen von allen analysierten Zelllinien bzw. der HMECs, die anstatt mit 
siRNAs nur mit Opti-MEM I inkubiert wurden, waren jeweils in der Lage, völlig 
normale Mitosen auszuführen.  
Die Zellen hingegen, die mit siRNA4 behandelt wurden, zeigten 48 Stunden 
nach der Transfektion in Abhängigkeit vom Zelltyp jeweils eine Anreicherung in 
verschiedenen Stadien der Mitose und damit verbunden abnormale Phänoty-
pen: SW-480-Zellen beispielsweise erreichten nicht die Prophase, wie in der fol-5.2  Ergebnisse - siRNA-Behandlung verschiedener Krebszelllinien, primärer humaner 
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genden Abbildung 48 (obere Reihe) anhand der fehlenden Chromosomen-
kondensation (DAPI-Färbung) in den Zellkernen, die für das Erreichen der 
Prophase typisch wäre, zu erkennen ist. Die γ-Tubulin-Färbung zeigte, dass viele 
der Zellen getrennte Zentrosomen hatten, die bereits an gegenüberliegende 
Seiten des Kerns gewandert waren – viel zu früh im Verlaufe des Zellzyklus, 
denn normalerweise trennen sich die Zentrosomen erst in der Prophase, die die 
SW-480-Zellen nach siRNA4-Behandlung aber nicht erreichten. Die α-Tubulin-
Färbung schließlich zeigte, dass die Zentrosomen völlig losgelöst von zellulären 
Strukturen vorlagen, d.h. sie hatten keine Verbindung zu Mikrotubuli, was auf 
eine durch die PLK1-Reduktion verursachte Störung in der Mikrotubuli-
Ausbildung zurückzuführen ist. Wie anhand ihrer DAPI-Fluoreszenz-Intensität zu 
erkennen ist, befanden sich diese Zellen in der Mitose, obwohl keinerlei Chro-
matinkondensation zu verzeichnen ist. Aus diesen Beobachtungen kann ge-
schlossen werden, dass die Zellen, obwohl ihre Zentrosomen die normale 
Prophase-Separation vollzogen haben, nach der Transfektion mit siRNA4 in der 
G2-Phase verharren. Die in der unteren Reihe der Abbildung 48 dargestellten 
Kontrollzellen zeigten normale Zentriolen, die in der frühen Prophase astrale 
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Abbildung 48:  Immunfluoreszenzfärbung von SW-480-Zellen nach Behandlung 
mit siRNAs 
Dargestellt sind die Zellen 24 Stunden nach der Transfektion mit 
56 nM siRNA4 im Vergleich zu Kontrollzellen [grün: γ-Tubulin, rot: 
α-Tubulin, blau: DNA-Färbung]. Die Pfeile weisen auf eine siR-
NA4-behandelte Zelle mit den beschriebenen morphologi-
schen Veränderungen. 
 
MCF-7-Zellen hingegen wiesen nach der Transfektion mit siRNA4 im Gegensatz 
zu den mit siRNA4-transfizierten SW-480-Zellen viele apoptotische Zellkerne auf, 
allerdings waren bei den adhärenten Zellen keine Mitosen zu finden. Im Über-
stand dieser Kulturen hingegen fanden sich diverse mitotische Zellen aus ver-
schiedenen Mitosestadien, die offensichtlich die Adhäsion zum Zellkulturgefäß 
verloren hatten. Meta- oder Telophasen waren allerdings kaum zu finden, und 
mehr als 90% der mitotischen Zellen enthielten charakteristische kondensierte, 
„knopfähnliche“ Chromosomen, die in einer Struktur verblieben waren, die 
noch der Form des Kerns entsprach (Abb. 49). Das heißt, die Kernhülle war be-
reits aufgelöst, aber keine weiteren mitotischen Ereignisse, wie etwa die Spin-
delbildung und anschließende Chromosomenseparation, hatten stattgefun-
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den. γ-Tubulin war in diesen Zellen über das gesamte Zytoplasma verteilt, und 
es waren keine Mikrotubuli zu sehen, was aber auch eine Konsequenz davon 
sein könnte, dass die Zellen bereits tot waren. In Abbildung 49 sind die Chro-
mosomen der eben beschriebenen MCF-7-Zellen nach der Auflösung der 
Kernmembran dargestellt. Die Pfeile weisen auf die neben dem Kern liegen-
den Chromosomen hin. 
 
 
Abbildung 49:  DAPI-Färbung der MCF-7-Zellen aus den Kulturüberständen 
Gezeigt sind die Zellen 24 Stunden nach der Transfektion mit 56 
nM siRNA4 [blau: DNA-Färbung]. 
 
Bisherige Vorversuche hatten Belege für eine unterschiedliche Wirkung von 
siRNAs auf Krebszellen im Vergleich zu normalen primären Zellen erbracht. Es 
sollte nun untersucht werden, ob auch auf morphologischer Ebene Unter-
schiede zwischen diesen Zelltypen auftreten. Hierzu wurden HMECs mit siRNA4 
in einer Konzentration von 56 nM bzw. mit 2 µM behandelt. Die Transfektion mit 
56 nM, die in den Krebszelllinien schwerwiegende Störungen in der Morpholo-
gie bzw. der Mitose auslösten (Abb. 48 und 49), hatte keinerlei Effekt auf die 
Morphologie der primären Mammaepithelzellen. Auch die Transfektion mit 2 
µM siRNA4, die Konzentration, bei der die PLK1-mRNA-Expression in HMECs 
deutlich reduziert werden konnte (vgl. Kapitel 5.2.1), hatte keinen Effekt auf 
den Phänotyp der Zellen (Abb. 50). Die Mitosen konnten ungehindert ablau-
fen, und auch die Morphologie der Zellen wurde nicht verändert. 
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Abbildung 50:  Immunfluoreszenzfärbung von HMECs nach Behandlung mit 
siRNAs 
Gezeigt sind die Zellen 24 Stunden nach der Transfektion mit 2 
µM siRNA4 im Vergleich zu Kontrollzellen [grün: γ-Tubulin, rot: α-
Tubulin, blau: DNA-Färbung]. 
 
 
5.2.6  Immunfluoreszenzuntersuchungen zur Untersuchung der PLK1-Protein-
Spiegel in MCF-7-Zellen und in HMECs 
Um mit einer weiteren Technik – neben der Western-Blot-Analyse – die Redukti-
on des PLK1-Proteins zu untersuchen, wurden bei MCF-7-Zellen und bei HMECs 
Immunfluoreszenzstudien durchgeführt, bei denen α-Tubulin und PLK1 gefärbt 
wurden. Die α-Tubulin-Färbung diente zum einen der Darstellung des Spindelfa-
serapparates unter siRNA-Behandlung gegen PLK1, zum anderen diente sie zur 
Abgrenzung der Zellen gegeneinander und zur genauen Beurteilung der Zell-
zyklusphase, in der sich die jeweilige Zelle gerade befindet. 
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Bei diesen Färbungen zeigte sich für beide Zelltypen eine deutliche PLK1-
Reduktion (Abb. 51). Bei unbehandelten MCF-7-Zellen waren viele Mitosen er-
kennbar, die entsprechend der hohen PLK1-Expression in Karzinomzelllinien 
normal abliefen. In den siRNA4-behandelten MCF-7-Zellen waren insgesamt 
nur sehr wenige mitotische Zellen zu finden. Die wenigen vorhandenen Mito-
sestadien zeigten darüber hinaus eine abnormale Morphologie (keine Ausrich-
tung der Mikrotubuli an den Zentrosomen, keine Zentrosomen-Separation, kei-
ne Chromosomen-Anordnung) und keine PLK1-Färbung (Abb. 51, untere Rei-
he). In HMECs sind kaum Mitosen zu finden, daher musste der Vergleich der 
PLK1-Färbung in Interphase-Zellen erfolgen. Doch auch hier konnte – obwohl 
sich die PLK1-Protein-Expression in diesem Zellsystem nahe der Nachweisgrenze 
bewegt – eine Reduktion in den siRNA4-transfizierten Zellen gegenüber den 
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Abbildung 51:  PLK1-Färbung in MCF-7-Zellen und in HMECs  
Gezeigt sind in der oberen Zeile HMECs 24 Stunden nach der 
Transfektion mit 2 µM siRNA4 sowie Kontrollzellen, in der unteren 
Zeile MCF-7-Zellen 24 Stunden nach der Transfektion mit 56 nM 
siRNA4 bzw. Kontrollzellen [rot: PLK1, grün: α-Tubulin]. 
 
 
5.2.7  Durchflusszytometrie (FACScan-Analyse) zur Bestimmung der 
Zellzyklusverteilung und zur Detektion von Apoptose, Apoptosenachweis 
mittels DNA-Färbung und Phasenkontrastmikroskopie 
Um zu überprüfen, ob die Behandlung der Zellen mit siRNA gegen PLK1 und die 
dadurch verursachte Reduktion der PLK1-mRNA bzw. des PLK1-Proteins mit der 
Anreicherung der Zellen in einer bestimmten Zellzyklusphase einhergehen, 
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wurden die Zellen 48 Stunden nach der Transfektion geerntet und mit Propidi-
umiodid angefärbt, um die Menge an DNA aufgrund ihrer Fluoreszenz zu erfas-
sen. 
 
Alle untersuchten Krebszelllinien zeigten nach Transfektion mit siRNAs gegen 
PLK1 in einer Konzentration von 56 nM eine starke Anreicherung der Zellen in 
der G2/M-Phase, die jedoch bei den einzelnen Zelltypen unterschiedlich aus-
geprägt war. Nach der Transfektion mit siRNA4 war bei SW-480-Zellen der Anteil 
an Zellen in der G2/M-Phase auf das Fünffache im Vergleich zu den unbehan-
delten Kontrollzellen erhöht, bei MCF-7-Zellen auf das Dreifache, bei HeLa S3-
Zellen auch auf das Fünffache und bei A549-Zellen auf das Doppelte (Abb. 52, 
linke und mittlere Spalte).  
Im Gegensatz dazu zeigten HMECs nach der Transfektion mit 2 µM siRNA4 nur 
eine schwache Anreicherung in der G2/M-Phase, nämlich eine Erhöhung um 
32%.  
Der Effekt, den siRNA5 auf die Zellzyklusverteilung aller untersuchter Zelllinien 
hatte, war vergleichbar zu der von siRNA4 hervorgerufenen G2/M-
Anreicherung. siRNA2 und siRNA3 hatten variable Effekte auf die Zellzyklusver-
teilung, in MCF-7- und SW-480-Zellen zeigten beide eine schwache G2/M-
Anreicherung (Zunahme von 10 – 40%), in HeLa S3- und A549-Zellen verursach-
ten beide eine Erhöhung des Anteils der Zellen in der G2/M-Phase, der dem 
von siRNA4 verursachten Effekt ungefähr entsprach. In keiner dieser Analysen 
konnte im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen ein Effekt der beiden 
Kontroll-siRNAs siRNA1 oder siRNA4S auf die Zellzyklusverteilung beobachtet 
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Abbildung 52:  Zellzyklusverteilung der Krebszelllinien und der primären huma-
nen Mammaepithelzellen nach siRNA-Behandlung 
Gezeigt sind die Diagramme der FACScan-Analyse der ver-
schiedenen Zelltypen (je Kontrollzellen, siRNA4-behandelte [56 
nM Krebszelllinien, 2 µM HMECs]) sowie die graphische Auswer-
tung des prozentualen Anteils der Zellen in der G2/M-Phase aller 
Behandlungen 48 Stunden nach der Transfektion. 5.2  Ergebnisse - siRNA-Behandlung verschiedener Krebszelllinien, primärer humaner 
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In DAPI-gefärbten MCF-7-Zellen konnte 48 Stunden nach der Transfektion mit 
56 nM siRNA4 eine größere Anzahl an apoptotischen Zellen (charakterisiert 
durch ihre aufgelöste Zellmembran und kondensiertes Chromatin) nachgewie-
sen werden als in den unbehandelten Kontrollzellen (Abb. 53, untere Reihe). Im 
Vergleich dazu war bei HMECs nach der Transfektion mit 2 µM siRNA4 kein Un-




Abbildung 53:  DNA-Färbung von MCF-7-Zellen und HMECs zum Nachweis von 
apoptotischen Zellen nach siRNA-Behandlung 
Gezeigt sind die Zellen 48 Stunden nach der Transfektion mit 
siRNA4 (MCF-7: 56 nM siRNA4; HMECs: 2 µM siRNA4). [blau: 
DNA-Färbung]. Die Pfeile zeigen auf apoptotische Zellkerne in 
den siRNA4-behandelten MCF-7-Zellen. 
 
Bei Analysen mit dem konfokalen Laserscan-Mikroskop konnte im Phasenkon-
trastbild in siRNA4-transfizierten MCF-7-Zellen ebenfalls eine erhöhte Anzahl an 
apoptotischen Zellen nachgewiesen werden. In der folgenden Abbildung 54 
sind die apoptotischen Zellkerne durch weiße Pfeile gekennzeichnet, zwei 
normale Zellkerne sind zum Vergleich mit gelben Pfeilen markiert. 
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Abbildung 54:  Phasenkontrastaufnahme von siRNA4-behandelten MCF-7-
Zellen 
Es sind 48 Stunden nach der Transfektion mit 56 nM siRNA4 zwei 
apoptotische Zellkerne mit aufgelöster Zellmembran und kon-
densiertem Chromatin dargestellt (weiße Pfeile) sowie zwei 
normale Zellkerne zum Vergleich (gelbe Pfeile). 
 
Um dem Zusammenhang zwischen reduzierten PLK1-Spiegeln mit dem Auftre-
ten der Apoptose weiter nachzugehen, wurde die Zunahme des sub-2N-DNA-
Gehaltes mittels FACScan-Analyse bestimmt. Der sub-2N-DNA-Gehalt ist ein 
Indikator für apoptotische Zellen, da im Rahmen der Apoptose die DNA in ein-
zelne Teile zerfällt. Normalerweise besitzt die Interphase-Zelle einen 2N-DNA-
Gehalt, der in der S-Phase verdoppelt wird. Der Zerfall der DNA in kleinere 
Bruchstücke findet in Zellkultur etwa zwei Stunden nach Auslösung des pro-
grammierten Zelltodes statt (Lewin B. 2002). Der Zellkern wird dabei fragmen-
tiert (vgl. Abb. 54). Zuletzt zerfallen die toten Zellen in membrangebundene 
Stücke, so dass der sub-2N-DNA-Gehalt nachweisbar ist.  
Dabei zeigte sich nach der Transfektion mit 56 nM siRNA4 im Vergleich zu den 
unbehandelten Kontrollzellen eine Erhöhung des sub-2N-DNA-Gehaltes von 1 – 
5% bei den Kontrollzellen auf 17% in SW-480-Zellen, auf 33% in MCF-7-Zellen, auf 
50% in HeLa S3-Zellen und auf 13% in A549-Zellen nach siRNA4-Behandlung. 
Durch die Transfektion mit siRNA1 oder siRNA4S wurde der sub-2N-DNA-Gehalt 
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nicht verändert. Auch die Transfektion der HMECs mit 2 µM siRNA4 veränderte 
den sub-2N-DNA-Gehalt verglichen mit untransfizierten Zellen nicht. 
Damit konnten weitere Hinweise für eine selektive Wirkung der siRNAs gegen 
PLK1 in Krebszelllinien verglichen mit primären Zellen geliefert werden. Diese 
wurden durch die Untersuchungen, die in den Kapiteln 5.2.8 und 5.2.9 be-
schrieben werden, noch untermauert. 
 
5.2.8 Antiproliferative Wirkung der siRNAs gegen PLK1 auf Krebszelllinien 
Das Entscheidende bei einem möglichen neuen Therapieansatz gegen Krebs 
ist die Voraussetzung, dass Krebszellen spezifisch und selektiv an der Proliferati-
on gehindert werden müssen, während die Zellteilung der normalen, primären 
Zellen bzw. Gewebe möglichst unbeeinträchtigt bleibt. Um einen potenziellen 
Unterschied näher zu beleuchten, wurde das Proliferationsverhalten von Krebs-
zelllinien und primären Mammaepithelzellen nach der Transfektion mit siRNAs in 
verschiedenen Konzentrationen gegen PLK1 über einen Zeitraum von bis zu 96 
Stunden ermittelt. 
 
Dabei zeigten alle siRNAs in MCF-7-Zellen eine statistisch signifikante Reduktion 
der Zellteilung: siRNA2 reduzierte die Proliferation um 83% (p<0,05; 95% CI = 27 – 
138%), siRNA3 um 81% (p<0,05; 95% CI = 49 – 113%), siRNA4 um 97% (p<0,01; 
95% CI = 82 – 111%) und siRNA5 um 89% (p<0,05; 95% CI = 68 – 112%) (Abb. 55). 
Der Bezugspunkt für diese Reduktionen waren die Zellzahlen der unbehandel-
ten Kontrolle 96 Stunden nach der Transfektion. In diesem Experiment konnte 
keine inhibierende Wirkung durch das Transfektionsreagenz Oligofectamin o-
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Abbildung 55:  Antiproliferative Wirkung von siRNAs gegen PLK1 in MCF-7-
Zellen 
Dargestellt ist die Zahl der Zellen am Tag vor der Transfektion 
sowie die Mittelwerte über die Zellzahlen 24, 48, 72 und 96 
Stunden nach der Transfektion mit siRNA1 – 5 in einer Konzent-
ration von 56 nM im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle 
und der Oligofectamin-Kontrolle. Es sind hierbei keine 95% Kon-
fidenzintervalle dargestellt, um bessere Übersichtlichkeit zu ge-
währleisten. 
 
Zur weiteren Evaluation der Spezifität wurden MCF-7-Zellen mit verschiedenen 
Konzentrationen (5,6 nM, 56 nM bzw. 566 nM) von siRNA1, siRNA4 und siRNA4S 
inkubiert und über einen Zeitraum von 72 Stunden die Zellzahlen ermittelt (Abb. 
56). Hier konnte eine deutliche konzentrationsabhängige Hemmung der Zelltei-
lung durch siRNA4 nachgewiesen werden. Nach 48 Stunden waren bei Gabe 
von siRNA4 in allen Konzentrationen die Zellen vollständig abgestorben. Die mit 
siRNA1 oder siRNA4S transfizierten Zellen zeigten in keiner der eingesetzten Kon-
zentrationen eine Hemmung der Proliferation, sondern teilten sich im gleichen 
Maße weiter wie die Oligofectamin-behandelten MCF-7-Zellen (Abb. 56). 5.2  Ergebnisse - siRNA-Behandlung verschiedener Krebszelllinien, primärer humaner 
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Abbildung 56:  Konzentrationsabhängige Hemmung der Proliferation durch 
siRNA4 in MCF-7-Zellen 
Dargestellt ist die Zahl der Zellen am Tag vor der Transfektion 
sowie die Mittelwerte über die Zellzahlen 24, 48 und 72 Stunden 
nach der Transfektion mit siRNA1, siRNA4 und siRNA4S in ver-
schiedenen Konzentrationen von 5,6 – 566 nM  im Vergleich zu 
der unbehandelten Kontrolle und der Oligofectamin-Kontrolle. 
Zusätzlich zu den Mittelwerten sind die 95% Konfidenzintervalle 
dargestellt. 
 
In den anderen untersuchten Krebszelllinien kam es ebenfalls zu einer statistisch 
signifikanten Hemmung der Proliferation durch PLK1-spezifische siRNAs (56 nM). 
Dabei wurde die Proliferation in SW-480-Zellen nach 96 Stunden durch siRNA2 
um 67% (p<0,01; 95% CI = 55 – 79%), durch siRNA3 um 75% (p<0,01; 95% CI = 73 
– 77%), durch siRNA4 um 97% (p<0,001; 95% CI = 95 – 99%) und durch siRNA5 
um 98% reduziert (p<0,01; 95% CI = 95 – 99%). In HeLa S3-Zellen reduzierte siR-
NA2 die Proliferation nach 96 Stunden um 94% (p<0,05; 95% CI = 94 – 96%), siR-
NA3 um 91% (p<0,05; 95% CI = 84 – 98%), siRNA4 um 99% (p<0,05; 95% CI = 98 – 
101%) und siRNA5 um 98% (p<0,05; 95% CI = 91 – 102%). In A549-Zellen kam es 5.2  Ergebnisse - siRNA-Behandlung verschiedener Krebszelllinien, primärer humaner 
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nach 96 Stunden zu folgenden Reduktionen der Proliferation: siRNA2 71% 
(p<0,01; 95% CI = 62 – 79%), siRNA3 66% (p<0,01; 95% CI = 64 – 68%), siRNA4 75% 
(p<0,01; 95% CI = 73 – 77%) und siRNA5 73% (p<0,01; 95% CI = 71 – 75%). Die 
Zahlenwerte für die prozentuale Proliferation der verschiedenen Zelllinien sind 
in der folgenden Abbildung 57 zusammengefasst und graphisch dargestellt. 
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Abbildung 57:  Antiproliferative Wirkung von siRNAs gegen PLK1 in SW-480-, 
HeLa S3- und A549-Zellen 
Dargestellt ist für alle drei Zelllinien die Zahl der Zellen am Tag 
vor der Transfektion sowie die Mittelwerte über die Zellzahlen 
24, 48, 72 und 96 Stunden nach der Transfektion mit siRNA1 – 5 
in einer Konzentration von 56 nM im Vergleich zu der unbehan-
delten Kontrolle. Es sind keine 95% Konfidenzintervalle darge-
stellt, um bessere Übersichtlichkeit zu gewährleisten. 
 
Wie bei den in den vorigen Kapiteln beschriebenen Untersuchungen waren 
auch bei der Bestimmung der Zellproliferation die primären Mammaepithelzel-
len wesentlich weniger empfindlich als die Krebszelllinien. Bei den in Abbildung 
56 gezeigten MCF-7-Zellen war eine Proliferationsreduktion durch siRNA4 von 
84% 24 Stunden nach der Transfektion bereits mit einer Konzentration von 5,6 
nM zu beobachten, bei HMECs hingegen waren für eine Proliferationsreduktion 
von 78% nach 24 Stunden 2 µM siRNA4 erforderlich (Abb. 58). Außerdem war 
bei den HMECs nur eine temporäre Proliferationsverzögerung zu verzeichnen, 
denn nach 96 Stunden hatten alle siRNA4-behandelten Zellen unabhängig von 
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der Konzentration der transfizierten siRNA4 wieder ihre normale Proliferationsak-
tivität erreicht, und ihre Zellzahlen entsprachen wieder denen der Kontrollen. 
 
 
Abbildung 58:  Proliferation von HMECs nach Transfektion mit aufsteigenden 
Konzentrationen von siRNA4, siRNA1 bzw. siRNA4S 
Dargestellt ist die Zahl der Zellen am Tag vor der Transfektion 
sowie die Mittelwerte über die Zellzahlen 24, 48, 72 und 96 
Stunden nach der Transfektion mit siRNA1, siRNA4 und siRNA4S 
in Konzentrationen von 566 nM – 2 µM  im Vergleich zu der un-
behandelten Kontrolle und der siRNA1-Kontrolle (56 nM). Zusätz-




5.2.9 Vergleich der Transfektionseffizienzen in MCF-7-Zellen und HMECs 
Um eine Erklärung dafür zu finden, dass für die Hemmung von primären HMECs 
wesentlich höhere siRNA4-Konzentrationen erforderlich waren als in den unter-
suchten Krebszelllinien (z.B. MCF-7-Zellen), wurde die Transfektionseffizienz in 5.2  Ergebnisse - siRNA-Behandlung verschiedener Krebszelllinien, primärer humaner 
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diesen beiden Zelltypen für verschiedene siRNA4-Konzentrationen untersucht. 
Unterschiede in der Transfektionseffizienz könnten eine mögliche Erklärung für 
die unterschiedliche Empfindlichkeit der Zelltypen gegenüber den siRNAs ge-
gen PLK1 oder gegen die Lamine A/C darstellen. 
 
Zu diesem Zweck wurde Fluorescein-markierte siRNA4 eingesetzt, so dass nach 
der Transfektion im Durchflusszytometer die transfizierten Zellen aufgrund ihrer 
Fluoreszenz identifiziert werden konnten und damit in Bezug zur Gesamtzellzahl 
(10.000 analysierte Zellen) gesetzt werden konnten. Nach Abzug eines Fluores-
zenz-Hintergrundes, der alleine aufgrund der Farbstoffe im Medium immer be-
steht, konnte anschließend der Prozentsatz an transfizierten Zellen berechnet 
werden. Die eingesetzten Konzentrationen reichten von 56 nM bis 2 µM. In die-
sem Konzentrationsbereich waren für MCF-7-Zellen kaum Unterschiede in der 
Transfektionseffizienz erkennbar (56 nM: 89,8%; 100 nM: 89,4%, 150 nM: 89,3% 
und 1 µM: 89,3%). In HMECs waren substanzielle Unterschiede nachweisbar, 
denn mit 56 nM konnten lediglich 49,2% der analysierten Zellen transfiziert wer-
den, bei 1 µM waren es immerhin schon 71,3%, aber erst bei einer Konzentrati-
on von 2 µM konnte eine den MCF-7-Zellen vergleichbare Transfektionseffizienz 
von 75,7% erreicht werden. Die Aufnahme der Fluorescein-markierten siRNA4 ist 
für beide Zelltypen in Abbildung 59 dargestellt. 
Eine mögliche Erklärung für diese Unterschiede liegt in der unterschiedlichen 
Permeabilität der Zellmembran in Krebszellen verglichen mit primären Zellen 
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Abbildung 59:  Oligofectamin-vermittelte Aufnahme Fluorescein-markierter 
siRNA4 in MCF-7-Zellen verglichen mit HMECs 
Darstellung der Ergebnisse der FACScan-Analyse, in der die An-
zahl der Zellen (y-Achse), die eine bestimmte Fluoreszenz ent-
halten (x-Achse) 24 Stunden nach der Transfektion mit ver-
schiedenen siRNA4-Konzentrationen aufgetragen ist. 5.2  Ergebnisse - siRNA-Behandlung verschiedener Krebszelllinien, primärer humaner 
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5.2.10 Xenograft-Experimente mit synthetischer siRNA 
Da siRNAs gegen PLK1 bei wesentlich geringeren Konzentrationen zu einer 
starken Hemmung der PLK1-Expression führten, als dies für ASOs der Fall war, 
sollte auch mit dieser potenten Technik der Versuch unternommen werden, 
das Wachstum von Tumoren im humanen Xenograft-Modell zu hemmen.  
In den ersten Versuchen, die mit chemisch synthetisierter, entsalzter und Gel-
aufgereinigter siRNA (siRNA4 und siRNA4S) der Firma Dharmacon an den hu-
manen Tumormodellen MCF-7 und SW-480 durchgeführt wurden, konnte durch 
die siRNA4-Behandlung keine signifikante Reduktion des Tumorwachstums in 
Nacktmäusen im Vergleich zu den Kontrollen, die siRNA4S oder nur PBS erhiel-
ten, erzielt werden. Hierbei wurden drei verschiedene siRNA4-Konzentrationen 
eingesetzt (44,2 µg/kg Körpergewicht/Tag, 442 µg/kg Körpergewicht/Tag und 
4,42 mg/kg Körpergewicht/Tag), um ein Spektrum abzudecken, in dem im 
Vergleich zu den Konzentrationsbereichen in den Xenograft-Experimenten mit 
ASOs eine Wirkung erzielt worden war.  
Eine mögliche Erklärung hierfür ist, dass siRNAs ohne Transfektionsvermittler 
nicht von den Zellen aufgenommen wurden, so dass im nächsten Experiment 
mit MCF-7-Xenograft-Tieren die siRNAs in einer Konzentration von 442 µg/kg 
Körpergewicht/Tag vor der Injektion mit dem Transfektionsvermittler Oligofec-
tamin gemischt wurden. Oligofectamin ist in Zellkultur ein sehr wirksames Rea-
genz, um die siRNAs in die Zellen einzuschleusen und damit das Hindernis der 
lipophilen Zellmembran zu überwinden (vgl. Kapitel 5.2.9), so dass auch für die 
in vivo-Untersuchungen berechtigte Hoffnung bestand, dass mit dieser Ergän-
zung Erfolge erzielt werden können. Doch auch diese Experimente führten 
nicht zu einer signifikanten Hemmung des Tumorwachstums.  
Der nächste Ansatzpunkt für die Erzielung einer biologischen Wirkung war, die 
Stabilität der siRNAs im Blut der Tiere zu erhöhen, denn siRNAs könnten im Blut 
schnell von Nukleasen abgebaut werden und damit vor Erreichen des Wirk-
Ortes inaktiviert sein. Zu diesem Zweck wurde RNasin
, ein Nukleaseinhibitor, 
verwendet, der vor der Injektion mit der siRNA (442 µg/kg Körpergewicht/Tag) 
gemischt wurde. Es wurden 250 Units RNasin
 pro 442 µg siRNA eingesetzt, 5.3  Ergebnisse - In vitro- und in vivo-Behandlung von HeLa S3-Zellen mit 
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doch auch diese Versuche mit MCF-7-Xenograft-Tieren führten nicht zur 
Wachstumshemmung der Tumoren. 
  
Weiterhin wurden Versuche mit den chemisch synthetisierten siRNAs (siRNA4 
und siRNA4S) der Firma Ribopharma AG durchgeführt, die keine Modifikation 
am 3´-Ende aufwiesen, also nicht den üblichen 3´-Überhang von zwei Deo-
xythymidinen besaßen, um zu überprüfen, ob siRNAs ohne diesen Überhang 
eventuell eine höhere Stabilität in vivo besitzen. Denn mit dieser siRNA4 konnte 
im in vitro-Vorversuch eine leicht effizientere Hemmung der Zellproliferation als 
mit den siRNAs der Firma Dharmacon mit 3´-Überhang von zwei Deoxythymidi-
nen erzielt werden. Eine Wachstumsretardierung konnte aber im in vivo-
Experiment weder mit A549- noch mit MCF-7-Xenograft-Tumoren verglichen 
mit der siRNA4S-Kontrolle und der Kontrollgruppe, die nur PBS injiziert bekam, 
erzielt werden. Hierbei lag die eingesetzte Konzentration für beide siRNAs bei 
3,33 mg/kg Körpergewicht/Tag, also fast im Konzentrationsbereich, der bei in 
vivo-Experimenten mit ASOs erforderlich ist.  
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5.3 In vitro- und in vivo-Behandlung von HeLa S3-Zellen mit 
Expressionsplasmiden für hairpin-RNAs (shRNAs) 
Ziel der folgenden Untersuchungen war es, zu überprüfen, ob mit Plasmid-
basierter Expression von shRNAs, bestehend aus der 21-Nukleotid-langen Se-
quenz für die PLK1-spezifische siRNA2, einer 6-Nukleotid-langen Verbindungs-
schleife und der invertierten 21-Nukleotid-langen Sequenz, die PLK1-Expression 
und die Proliferation von Krebszelllinien genauso effizient gehemmt werden 
kann, wie mit den in den vorangegangenen Kapiteln 5.2.1 – 5.2.10 ausführlich 
beschriebenen synthetischen siRNAs. Ist dies der Fall, so wäre die Herstellung 
über murine oder humane U6-Promoter eine Alternative zu den chemisch syn-
thetisierten siRNAs, mit der immense Ausgaben – gerade im Hinblick auf eine 
mögliche Krebstherapie – gespart werden könnten und mit der die Herstellung 
der siRNAs bzw. shRNAs flexibler gehandhabt werden könnte. Auch ist der Ef-
fekt, der mit der synthetischen siRNA erzielt werden kann, lediglich von vorü-
bergehender Natur, weshalb immer wieder siRNA zugeführt werden muss, um 
das „Silencing“-Signal aufrecht zu halten. Mit einer Vektor-basierten Strategie 
können bis zu 5 × 106 shRNA-Moleküle pro Zelle exprimiert werden, so dass eine 
einmalige Zufuhr der Expressionsplasmide genügt, um dauerhaft ein starkes 
Signal auszuüben.  
 
Zur Expression der shRNAs, die im folgenden zur Hemmung der PLK1-Expression 
eingesetzt werden sollten, wurde eine RNA-Polymerase III-basierte Strategie 
angewandt (Sui G. et. al. 2002), bei der shRNAs mit definierten Enden erhalten 
werden können, da keine Teilsequenzen des Promoters mit transkribiert wer-
den. RNA-Polymerase III steuert in der Zelle die Expression von tRNAs und von 
kurzen RNAs, weshalb sie sich auch für die Synthese der siRNAs oder shRNAs 
anbietet.  
Aufgrund der Anforderungen an das +1 Nukleotid der RNA III-Polymerase im 
U6-Promoter („G“) wurde für diesen Syntheseweg die in Kapitel 4.1.4.2 be-
schriebene Sequenz für siRNA2 verwendet, um pBS/U6/shRNA/PLK1 zu kon-
struieren, da dies die einzige der untersuchten siRNA-Sequenzen ist, die mit ei-5.3  Ergebnisse - In vitro- und in vivo-Behandlung von HeLa S3-Zellen mit 
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nem Guanosin am 5´-Ende startet. Außerdem wurde für diesen Teil der Unter-
suchungen zur Hemmung der PLK1-Expression auch eine hierzu korrespondie-
rende „scrambled“-Sequenz (pBS/U6/shRNA/PLK1S) konstruiert, die die gleiche 
Basenzusammensetzung hat wie shRNA/PLK1.  
Da in den U6-Promoter sowohl die Sequenz für siRNA2 als auch die invertierte 
Sequenz – getrennt durch eine Verbindungsschleife von 6 Nukleotiden – klo-
niert werden, ist davon auszugehen, dass sich nach der Expression in der Zelle 
hairpin-Strukturen ausbilden, die von Dicer erkannt werden (vgl. Kapitel 2.5.4) 
und zur Zerstörung der komplementären mRNA führen. Im Unterschied zu den 
synthetisch hergestellten siRNAs enthalten die auf diese Weise exprimierten 
shRNAs einen 3´-Überhang von ~5 Uridinen, die aus dem Terminationssignal 
von ~5 Thymidinen für die RNA-Polymerase III resultieren. 
 
5.3.1  Bestimmung der PLK1-mRNA-Expression in HeLa S3-Zellen nach 
Transfektion mit den Expressionsplasmiden 
Um zu analysieren, ob shRNAs gegen PLK1, die mit Hilfe des pSilencerTM 1.0-U6-
Vektors über den U6-Promoter hergestellt wurden, überhaupt in der Lage wa-
ren, die PLK1-Expression zu hemmen, wurden HeLa S3-Zellen in vitro mit den 
Plasmiden transfiziert und 72 Stunden nach der Transfektion die mRNA isoliert. 
Im Northern-Blot wurden wiederum die PLK1-mRNA und die β-Aktin-mRNA de-
tektiert und die PLK1-Expression auf die β-Aktin-Expression standardisiert (Abb. 
60). Nach der erfolgten Standardisierung konnte eine signifikante PLK1-mRNA-
Reduktion um ca. 50% in den mit pBS/U6/shRNA/PLK1 behandelten Zellen, ver-
glichen mit den Zellen, die mit dem parentalen Vektor pBS/U6 oder mit 
pBS/U6/shRNA/PLK1S, der „scrambled“-Sequenz von pBS/U6/shRNA/PLK1, 
transfiziert wurden, nachgewiesen werden. Die reduzierten PLK1-mRNA-Spiegel 
lagen für 3,0 µg pBS/U6/shRNA/PLK1 bei 52% (p<0,05) und für 4,5 µg 
pBS/U6/shRNA/PLK1 bei 56% (p<0,01) verglichen mit den unbehandelten Kon-
trollzellen.  
Es wurde außerdem analysiert, ob die Zugabe des Nukleaseinhibitors Aurintri-
carboxylsäure (ATA) den Hemmeffekt, den pBS/U6/shRNA/PLK1 auf die PLK1-5.3  Ergebnisse - In vitro- und in vivo-Behandlung von HeLa S3-Zellen mit 
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mRNA-Expression ausübte, noch verstärken konnte. Doch ATA führte zu keiner 
Verstärkung des Effekts durch eine eventuelle stabilisierende Wirkung auf die 
Plasmide, sondern verringerte in diesen Untersuchungen sogar den durch das 
rekombinante Plasmid alleine verursachten inhibierenden Effekt auf die PLK1-
mRNA-Expression. Dies ist aber im Hinblick auf die Verkapselung der Plasmide 
vor der Transfektion mit dem Transfektionsvermittler FuGENETM6 plausibel, denn 
durch diese Behandlung sind sie bereits stabilisiert und es kann keine weitere 
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Abbildung 60:  Reduktion der PLK1-mRNA-Expression in HeLa S3-Zellen nach 
der Transfektion mit Plasmiden zur Expression von hairpin-RNA 
gegen PLK1 
Dargestellt sind im oberen Teil der Abbildung die Northern-Blots 
für PLK1 und β-Aktin 72 Stunden nach der Transfektion mit unter-
schiedlichen Konzentrationen der Expressionsplasmide im Ver-
gleich zu der unbehandelten und der ATA-Kontrolle; im unteren 
Teil die graphische Auswertung der β-Aktin-standardisierten 
PLK1-mRNA-Spiegel mit Mittelwerten über drei unabhängige 
Experimente sowie 95% Konfidenzintervallen. 
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5.3.2 Ermittlung der Proliferation von HeLa S3-Zellen nach Transfektion mit den 
Expressionsplasmiden 
Es sollte untersucht werden, ob auch durch die Transfektion mit den 
rekombinanten Plasmiden pBS/U6/shRNA/PLK1 bzw. pBS/U6/shRNA/PLK1S, die 
für die Expression von shRNA gegen PLK1 (shRNA/PLK1) sowie die 
korrespondierende „scrambled“-Sequenz (shRNA/PLK1S) kodieren, die 
Proliferation von HeLa S3-Zellen in vitro gehemmt werden kann.  
Allerdings kommt es bei der Transfektion mit Plasmid-DNA auch unter Verwen-
dung von Transfektionsvermittlern wie z.B. FuGENETM6 zu geringen Transfektion-
seffizienzen, die 40 – 60% kaum überschreiten. Das bedeutet, dass ein 
beträchtlicher Teil der Zellen nicht transfiziert ist und sich daher ganz normal 
weiter teilen kann, so dass PLK1-spezifische Effekte dadurch getrübt werden. In 
den Transfektionsexperimenten konnten aus diesem Grund nur marginale Ef-
fekte durch pBS/U6/shRNA/PLK1 im Vergleich zu pBS/U6/shRNA/PLK1S auf das 
Wachstumsverhalten der HeLa S3-Zellen beobachtet werden (Abb. 61).  
ATA bewirkte – wie auch bei der Reduktion der PLK1-mRNA – keinerlei Verstär-
kung des Effekts, was aber auch dadurch erklärbar ist, dass die Plasmide oh-
nehin durch FuGENETM6 verkapselt werden und damit überhaupt nicht dem 
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Abbildung 61:  Proliferation der HeLa S3-Zellen nach der Transfektion mit Plas-
miden zur Expression von hairpin-RNA gegen PLK1 
Dargestellt ist die Zahl der Zellen am Tag vor der Transfektion 
sowie die Mittelwerte über die Zellzahlen 24, 48, 72 und 96 
Stunden nach der Transfektion mit den unterschiedlichen Kon-
zentrationen an pBS/U6/shRNA/PLK1 mit und ohne ATA sowie 
pBS/U6/shRNA/PLK1S im Vergleich zu der unbehandelten Kon-
trolle und der ATA-Kontrolle und die 95% Konfidenzintervalle. 
 
Im Northern-Blot (Kapitel 5.3.1) konnte trotz der geringen Transfektionseffizienz 
der Plasmid-DNA eine signifikante Reduktion der PLK1-mRNA detektiert wer-
den, da dies eine sehr sensitive Technik darstellt, mit der die Unterschiede in 
der Expression sehr präzise erfasst werden können. Dies liefert Anhaltspunkte 
dafür, dass die so exprimierten shRNAs effiziente Hemmstoffe der PLK1-
Expression sind, denn die erreichte Hemmung auf ca. 50% der Expression in 
Kontrollzellen bei einer Transfektionseffizienz von ca. 50% entspräche einem 
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5.3.3 Vorversuch zum Xenograft-Experiment: Ex vivo-Bestimmung der Plasmid-
DNA-Stabilität in Mäuseblut mit verschiedenen ATA-Konzentrationen 
Es sollte überprüft werden, ob der Nukleaseinhibitor ATA (vgl. Kapitel 4.2.4) die 
Stabilität der Plasmide im Blut von Mäusen gegenüber dem Angriff der im Blut 
vorhandenen Nukleasen (Hill I.R. et. al. 2001) erhöhen kann und dadurch mög-
licherweise eine längere Wirksamkeit der Plasmide erzielt werden kann. Zu die-
sem Zweck wurden Nacktmäuse entblutet und das Blut im Anschluss mit Plas-
mid-DNA und verschiedenen ATA-Konzentrationen für verschiedene Zeiten (5 
min., 30 min., 2 Stunden und 4 Stunden) bei 37°C inkubiert. Anschließend er-
folgte die Analyse der Stabilität der Plasmide in Abhängigkeit von der ATA-
Konzentration. Die verwendeten ATA-Konzentrationen betrugen ATA : Plasmid-
DNA 1 : 50, 1 : 5 und 1 : 0,5. Eine Blutprobe als Negativkontrolle wurde jeweils 
nur mit Plasmid ohne ATA inkubiert. Nach Aufreinigung der DNA jeweils direkt 
nach Ende der Inkubationszeiten wurden Southern-Blots angefertigt, um die 
drei Formen der Plasmid-DNA (linear, zirkulär und supercoiled) zu detektieren 
und untereinander vergleichen zu können. Zum Größenvergleich wurden das 
parentale Plasmid sowie ein mit Kpn I geschnittenes und so linearisiertes Plas-
mid auf alle Gele aufgetragen, damit sowohl für die Größe der Banden für die 
zirkuläre und die supercoiled Form, als auch für die lineare Form auf allen Ge-
len Vergleichsbanden zu sehen waren. 
 
Die beiden Banden für die zirkuläre und die lineare Form liegen zu allen Zeit-
punkten bei Verwendung von 1%igen Agarosegelen als Doppelbande vor, die 
fast auf der gleichen Höhe laufen und damit kaum als Doppelbande erkenn-
bar sind.  
 
Es konnte beobachtet werden, dass bei direkter Isolation der Plasmid-DNA 5 
min. nach Zugabe zum frisch isolierten Blut mit den drei verschiedenen ATA-
Konzentrationen, aber auch ganz ohne ATA noch alle drei Formen der Plas-
mid-DNA (zirkulär, linear und supercoiled) nachweisbar waren. Hier waren die 5.3  Ergebnisse - In vitro- und in vivo-Behandlung von HeLa S3-Zellen mit 
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Banden, die die zirkuläre bzw. lineare Form repräsentieren, schwach, die su-
percoiled Form hingegen stark ausgeprägt (Abb. 62). 
Nach 30 min. konnte die supercoiled-Form bereits nur noch in den beiden Prä-
parationen mit der höchsten ATA-Konzentration (ATA : Plasmid-DNA 1 : 5 und 1 
: 0,5) nachgewiesen werden, hier allerdings noch als deutliche Bande erkenn-
bar. Nach 2 Stunden war die supercoiled-Form ebenfalls noch in den beiden 
Spuren mit den höheren ATA-Konzentrationen nachweisbar, allerdings nur 
noch als schwache Bande (hervorgehoben durch blaue Pfeile), und nach 4 
Stunden ist die Bande der supercoiled-Form nur noch in der Spur mit der höchs-
ten ATA-Konzentration (ATA : Plasmid-DNA 1 : 0,5) schwach zu sehen (blauer 
Pfeil), in der Spur mit der zweithöchsten ATA-Konzentration (1 : 5) ist sie zu die-
sem Zeitpunkt allerdings nicht mehr nachweisbar.  
Darüber hinaus ist bei den Zeitpunkten 30 min., 2 Stunden und 4 Stunden eine 
stabilisierende Wirkung von ATA auf die lineare und die zirkuläre Form erkenn-
bar, denn die Doppelbande, die diese beiden Formen repräsentiert, ist zu die-
sen drei Zeitpunkten wesentlich stärker zu sehen als bei der direkten Isolation 
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Abbildung 62:  Ex vivo-Analyse der stabilisierenden Wirkung von ATA auf 
Plasmid-DNA in Mäuseblut mittels Southern-Blot 
Dargestellt sind die Southern-Blots nach den verschiedenen In-
kubationszeiten (A: 5 min.; B: 30 min.; C: 2 Stunden und D: 4 
Stunden) mit pBS/U6/shRNA/PLK1 und verschiedenen ATA-
Konzentrationen (Plasmid-DNA : ATA 1 : 50, 1 : 5 und 1 : 0,5). 
[C=zirkulär; S=supercoiled; L=linearisiert] 
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5.3.4  Xenograft-Experiment mit Plasmiden zur Expression von hairpin-RNA 
gegen PLK1 
In dem sich anschließenden ersten Xenograft-Experiment mit HeLa S3-
tumortragenden Mäusen sollte untersucht werden, ob die Gabe von Plasmi-
den, die shRNA gegen PLK1 exprimieren, zur Hemmung der PLK1-Expression in 
vivo führt.  
Dafür wurden das parentale Plasmid, der pSilencerTM 1.0-U6-Vektor pBS/U6, 
sowie die rekombinanten Plasmide pBS/U6/shRNA/PLK1 und 
pBS/U6/shRNA/PLK1S eingesetzt. Diese wurden allerdings für die in vivo-
Experimente nicht selber hergestellt, sondern bei der PlasmidFactory (Bielefeld) 
in Auftrag gegeben. Durch diese besondere Reinheit, insbesondere Endoto-
xinfreiheit durch chromatographische Aufreinigung, konnte eine gleichblei-
bende Qualität bzw. Reinheit über den Verlauf des gesamten Experiments er-
reicht werden. ATA wurde entsprechend den Ergebnissen des Vorversuchs mit 
Mäuseblut (vgl. Kapitel 5.3.3) in einem Verhältnis ATA : Plasmid-DNA von 1 : 5 
eingesetzt, um die Stabilität der Plasmid-DNA im Blut zu verbessern. Neben den 
verwendeten Plasmiden (das parentale Plasmid pBS/U6 sowie die beiden re-
kombinanten Plasmide pBS/U6/shRNA/PLK1 bzw. pBS/U6/shRNA/PLK1S) wurde 
eine vierte Gruppe mit dem gegen PLK1 gerichteten rekombinanten Plasmid 
pBS/U6/shRNA/PLK1 behandelt, wobei hier allerdings kein ATA zugesetzt wurde, 
um zu prüfen, inwieweit ATA tatsächlich die Wirkung der shRNA durch Verlän-
gerung der Lebensdauer der Plasmide im Blut verstärkt, und um Nebenwirkun-
gen durch ATA ausschließen zu können. 
 
Bei diesem Experiment konnten folgende Ergebnisse beobachtet werden: Mit 
dem parentalen Plasmid pBS/U6 ergab sich eine exponentielle Wachstumskur-
ve, die parallel zur Kurve verlief, die bei den mit dem rekombinanten Plasmid 
pBS/U6/shRNA/PLK1S, der „scrambled“-Kontrolle, behandelten Mäusen ent-
stand (Abb. 63). Das heißt, dass die Tumoren in den Kontrollgruppen erwar-
tungsgemäß exponentiell gewachsen sind, und nicht durch die Behandlung 
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tum gehemmt wurden. Die beiden Gruppen, die mit pBS/U6/shRNA/PLK1 be-
handelt wurden, zeigten vermindertes Tumorwachstum, und zwar war das Tu-
morwachstum bei den mit pBS/U6/shRNA/PLK1 ohne ATA behandelten Mäu-
sen bereits signifikant gehemmt. Bei den mit pBS/U6/shRNA/PLK1 und ATA be-
handelten Mäusen kam es zur fast vollständigen Wachstumsunterdrückung der 
Tumoren. Die Behandlung mit pBS/U6/shRNA/PLK1 ohne ATA reduzierte das 
Tumorwachstum auf 32% der pBS/U6-behandelten Mäuse (p<0,05). Durch die 
Behandlung mit pBS/U6/shRNA/PLK1 mit ATA wurde das Tumorwachstum auf 
nur noch 13% (p<0,01) der mit dem parentalen Plasmid behandelten Mäuse 
reduziert.  
 
Nach Beendigung der Therapie wurden bei einem Teil der Mäuse die Tumoren 
entnommen, um immunhistochemische Färbungen (vgl. Kapitel 5.3.7) sowie 
Northern- bzw. Southern-Blots und PCR (vgl. Kapitel 5.3.5 und 5.3.6) durchzufüh-
ren. Bei den restlichen Tieren aus den vier Behandlungsgruppen wurde weiter-
hin einmal pro Woche die Tumorgröße gemessen, um eine Aussage darüber 
machen zu können, wie sich das Tumorwachstum nach Beendigung der The-
rapie verhielt. Hierbei zeigte sich bei weitergehender Messung der Tumorvolu-
mina über 28 Tage nach Ende der Behandlung, dass die Tumoren der Kontroll-
gruppen mit pBS/U6 + ATA bzw. pBS/U6/shRNA/PLK1S + ATA weiter exponentiell 
wuchsen. Die Tumoren der Tiere, die mit pBS/U6/shRNA/PLK1 + ATA behandelt 
worden waren, wuchsen auch weiterhin nicht, sondern verharrten in etwa bei 
der Endgröße unter der Therapie. Die mit pBS/U6/shRNA/PLK1 ohne ATA be-
handelten Tumoren wuchsen auch hier in intermediärem Ausmaß weiter, denn 
sie verharrten nicht, zeigten aber auch kein exponentielles Wachstum nach 
Therapieende (vgl. Abb. 63). Das zeigt, dass der Effekt, der durch die Therapie 
mit pBS/U6/shRNA/PLK1 erzielt wurde, nicht von vorübergehender Natur ist, 
sondern vier Wochen über das Therapieende hinaus anhält, so dass unter Um-
ständen auch eine Remission des Tumors verhindert werden kann. 
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Abbildung 63:  Hemmung des Tumorwachstums durch pBS/U6/shRNA/PLK1 in 
vivo im humanen HeLa S3-Xenograft-Modell 
Dargestellt sind die Mittelwerte über die Tumorvolumina [mm3] 
sowie die 95% Konfidenzintervalle. Alle Tumorvolumina sind in 
Beziehung gesetzt zum Anfangsvolumen von jeweils 100 mm3. 
Außerdem sind der Beginn und das Ende der Behandlung ein-
getragen. 
 
Während der gesamten Therapiedauer wurde bei jeder Messung der Tumorvo-
lumina auch das Gewicht der Mäuse bestimmt, und es zeigte sich in keiner der 
Therapiegruppen ein Gewichtsverlust, d.h. es traten keine toxikologischen Ef-
fekte durch die Plasmide oder ATA an sich auf. Auch kann daraus geschlossen 
werden, dass die Behandlung mit rekombinanten Plasmiden gegen PLK1, aber 
auch mit dem parentalen Plasmid keine Beeinträchtigung des Gastrointesti-
naltraktes zur Folge hatte, denn offensichtlich konnten die therapierten Mäuse 
die aufgenommene Nahrung verwerten.  
Es war kein Unterschied zwischen den Mäusen, die ATA erhielten, zu denen, die 
ohne Zusatz von ATA behandelt wurden, zu erkennen, so dass ATA in den hier 5.3  Ergebnisse - In vitro- und in vivo-Behandlung von HeLa S3-Zellen mit 
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eingesetzten Dosierungen keinen Einfluss auf die Plättchenaggregation zu ha-
ben scheint. Die verwendete Dosierung (80 µg ATA/kg Körpergewicht 3x wö-
chentlich) lag auch wesentlich niedriger als die von Alwayn et al. (Alwayn I.P. 
et. al. 2000) oder Glasspool-Malone et al. (Glasspool-Malone J. et. al. 1999) 
ermittelten toxischen Konzentrationen bei Pavianen bzw. die LD50 von 6 mg 
ATA/kg Körpergewicht/Tag bei der Maus. 
 
Die Hemmung des Tumorwachstums durch die Behandlung über 26 Tage mit 
dem rekombinanten Plasmid pBS/U6/shRNA/PLK1 wird zusätzlich zu der in der 
vorigen Abbildung dargestellten Wachstumskurve in der folgenden Abbildung 
64 verdeutlicht. Es ist eine Maus – am Tag der letzten Behandlung – dargestellt, 
die mit pBS/U6/shRNA/PLK1 behandelt wurde (A), und eine Maus, die mit dem 
parentalen Vektor pBS/U6 behandelt wurde (B). Es ist deutlich zu erkennen, 
dass bei der Maus auf dem oberen Bild, die mit pBS/U6/shRNA/PLK1 behandelt 
wurde, der Tumor in der Flanke seit der Transplantation kaum gewachsen ist, im 
Vergleich dazu ist auf dem unteren Foto bei der mit dem parentalen Vektor 
pBS/U6 behandelten Maus ein deutlich größerer Tumor in der Flanke zu sehen. 
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Abbildung 64:  HeLa S3-Tumorgröße einer pBS/U6/shRNA/PLK1-behandelten 
Maus [A] im Vergleich zu einer pBS/U6-behandelten Maus [B] 
Beide Mäuse sind nach 26 Tagen Behandlung mit pBS/U6 bzw. 
pBS/U6/shRNA/PLK1 fotografiert worden. 
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5.3.5 Northern-Blot-Analyse zur Bestimmung der PLK1-mRNA-Expression in den 
HeLa S3-Tumoren nach Beendigung der Therapie mit den Plasmiden zur 
Expression von hairpin-RNA gegen PLK1 
Am Tag nach Beendigung der Therapie im HeLa S3-Xenograft-Experiment wur-
den die Tumoren entnommen, in RNAlater asserviert, um die RNA vor Degrada-
tion zu schützen, und aus diesen die mRNA isoliert, um im Northern-Blot über-
prüfen zu können, ob durch die pBS/U6/shRNA/PLK1-Behandlung auch die 
PLK1-mRNA reduziert werden konnte. Hier wurde die PLK1-mRNA-Expression 
ermittelt und auf die durch Ethidiumbromidfärbung sichtbar gemachte Ge-
samt-RNA-Menge (18S- und 28S-rRNA) standardisiert. Die so standardisierte 
PLK1-mRNA-Menge wurde mit der Ethidiumbromid-standardisierten PLK1-
mRNA-Menge in den Tumoren von pBS/U6-behandelten Mäusen verglichen. 
  
Nach der pBS/U6/shRNA/PLK1-Behandlung war die PLK1-mRNA-Menge in der 
mit ATA behandelten Gruppe verglichen mit dem parentalen Vektor pBS/U6 
signifikant um 73% reduziert (p<0,01), in der ohne ATA behandelten Gruppe 
lag die Reduktion der PLK1-mRNA bei 72% (p<0,01) (Abb. 65). Die Behandlung 
mit der „scrambled“-Kontrolle pBS/U6/shRNA/PLK1S führte zwar zu einer leich-











 5.3  Ergebnisse - In vitro- und in vivo-Behandlung von HeLa S3-Zellen mit 
Expressionsplasmiden für hairpin-RNAs (shRNAs) 
214
 
Abbildung 65:  Reduktion der PLK1-mRNA-Expression in HeLa S3-Tumoren nach 
Behandlung mit dem rekombinanten Plasmid 
pBS/U6/shRNA/PLK1 
Dargestellt sind der Northern-Blot für PLK1 sowie das Ethidi-
umbromid-gefärbte Gel der einen Tag nach der letzten Be-
handlung aus den Tumoren isolierten RNA. Darunter ist die gra-
phische Auswertung der Ethidiumbromid-standardisierten PLK1-
mRNA-Spiegel mit Mittelwerten über drei unabhängige Experi-
mente sowie 95% Konfidenzintervallen dargestellt. 5.3  Ergebnisse - In vitro- und in vivo-Behandlung von HeLa S3-Zellen mit 
Expressionsplasmiden für hairpin-RNAs (shRNAs) 
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5.3.6 Southern-Blot-Analyse der HeLa S3-Tumoren und PCR zum Nachweis der 
Expressionsplasmide 
Um den Mechanismus der Hemmung weiter zu ergründen, stellte sich die Fra-
ge, ob die Plasmide auch in die Tumoren gelangen, um dort die shRNA zu 
exprimieren. Um dies zu untersuchen, wurden am Tag nach der letzten Thera-
pie Tumoren entnommen und aus diesen dann die Gesamt-DNA isoliert.  
Aus diesen Proben wurden Southern-Blots angefertigt, um auf diesen über eine 
spezifische Sonde die Expressionsplasmide zu detektieren. Zum Vergleich der 
resultierenden Plasmid-Banden wurde in einer Spur das pure Plasmid pBS/U6 
aufgetragen. Dabei war es für alle vier Behandlungen (die rekombinanten 
Plasmide pBS/U6/shRNA/PLK1 und pBS/U6/shRNA/PLK1S sowie pBS/U6) nur 
möglich, eine sehr schwache Bande auf der Höhe der zirkulären bzw. linearen 
Form zu detektieren, aber keine supercoiled-Form (Abb. 66). 
 
 
Abbildung 66:  Southern-Blot-Analyse zum Nachweis der Expressionsplasmide 
in den Tumoren  
Gezeigt ist der Southern-Blot zum Nachweis der Plasmide am 
Tag nach der letzten Behandlung. Zirkuläre und lineare Form 
liegen als Doppelbande vor. 
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Darüber hinaus wurde auf Grundlage der am Tag nach der letzten Therapie 
isolierten Gesamt-DNA eine PCR mit Primern, die ein 500 bp-langes Fragment 
des pBS/U6-Vektors amplifizieren, durchgeführt, um auf diese Weise die in den 
DNA-Präparationen vorhandene Plasmid-DNA zusätzlich auch auf diesem sehr 
sensitiven Weg nachzuweisen. In den Tumoren von allen vier Behandlungs-
gruppen ließ sich die Vektor-DNA nachweisen (Abb. 67), so dass damit auf 
zweierlei Wegen bestätigt werden konnte, dass die Plasmide die Zellmembran 
überwinden können und von den Tumorzellen aufgenommen wurden, wo sie 
ihre Wirkung entfalten können. 
 
 
Abbildung 67:  PCR zum Nachweis der Expressionsplasmide in den Tumoren  
Dargestellt ist das Ethidiumbromid-gefärbte Gel, auf dem die 
Banden für das 500 bp-Fragment der Plasmide für alle Behand-
lungsgruppen am Tag nach der letzten Behandlung zu sehen 
sind. Das reine Plasmid pBS/U6 dient zum Größenvergleich. 
 
 
5.3.7 Immunhistochemische Färbung von PLK1 und Ki-67 in den Tumoren nach 
Behandlung mit Plasmiden zur Expression von hairpin-RNA gegen PLK1 
Um neben dem Nachweis der PLK1-mRNA-Reduktion mittels Northern-Blots ei-
nen weiteren Hinweis für die Wirksamkeit des Expressionsplasmids 
pBS/U6/shRNA/PLK1 im Vergleich zu den Kontrollplasmiden pBS/U6 und 5.3  Ergebnisse - In vitro- und in vivo-Behandlung von HeLa S3-Zellen mit 
Expressionsplasmiden für hairpin-RNAs (shRNAs) 
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pBS/U6/shRNA/PLK1S zu erlangen, wurden die Tumoren nach der Entnahme 
eingebettet und mit Hilfe eines Mikrotoms geschnitten und im Anschluss daran 
immunhistochemisch gegen PLK1 und Ki-67 gefärbt.  
Die Behandlung mit pBS/U6/shRNA/PLK1S veränderte die Ki-67- oder PLK1-
Färbung des Tumors im Vergleich zu den mit dem parentalen Vektor pBS/U6 
behandelten Mäusen nicht. Die PLK1-Expression konnte in den 
pBS/U6/shRNA/PLK1-behandelten Tumoren auf 12% reduziert werden, in den 
pBS/U6-behandelten Tumoren lag sie hingegen bei 89% (Abb. 68 A, B). Die Ki-
67-Expression ging nach Behandlung mit pBS/U6/shRNA/PLK1 ebenso stark zu-
rück, so dass in diesen Tumoren nur noch geringe Proliferationsaktivität vor-
handen war (Abb. 68 C, D). Damit konnten also durch die shRNA/PLK1-
Behandlung der Proliferationsmarker Ki-67 und das zu hemmende Protein PLK1, 
das ebenfalls einen Proliferationsmarker darstellt, deutlich in ihrer Expression im 
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Abbildung 68:  Immunhistochemische Färbung von PLK1 und Ki-67 
Gefärbt wurden Tumoren von Mäusen nach Behandlung mit 
pBS/U6/shRNA/PLK1 im Vergleich zur Behandlung mit 
pBS/U6/shRNA/PLK1S.  
A: PLK1-Expression nach pBS/U6/shRNA/PLK1-Behandlung; B: 
PLK1-Expression nach pBS/U6-Behandlung; C: Ki-67-Expression 
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6. DISKUSSION 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten durch die Verwendung von An-
tisense-Oligonukleotiden (ASOs) und durch small interfering RNAs (siRNAs) im 
Rahmen der RNA-Interferenz Verfahren entwickelt werden, mit denen die 
Grundlage für eine spezifische auf ein Gen gerichtete Krebstherapie ge-
schaffen werden kann. Vor allem sollte der Versuch unternommen werden, 
eine spezifischere Therapie als die bislang in der Anwendung befindlichen 
wie Chemotherapie oder Bestrahlung zu finden, denn bei diesen Methoden 
werden auch Gewebe geschädigt, die wie die Tumorgewebe stark prolife-
rieren (bei der Chemotherapie), bzw. alle Gewebe, die in direkter Umge-
bung des bestrahlten Tumors liegen (bei der Bestrahlung). Bei beiden The-
rapieformen konnten zwar im Laufe der Zeit die Heilungschancen bei be-
stimmten Tumortypen deutlich verbessert werden, indem Chemotherapien 
gezielt an die Eigenschaften des jeweiligen Tumors und auch an die Patien-
ten angepasst werden, doch die Beeinträchtigungen des Lebens der Be-
troffenen sind weiterhin schwerwiegend. Vor allem kommt es häufig zum 
Auftreten von Rezidiven. 
Es gibt schon jetzt gezielte Krebstherapien, wie z.B. die Injektion von Antikör-
pern, wodurch einige Tumorentitäten angegriffen werden können. Die Tu-
moren müssen z.B. beim Mammakarzinom die Anforderung erfüllen, dass ein 
bestimmter Rezeptor – in diesem Fall der Her-2/neu-Rezeptor – überexpri-
miert wird und damit einen spezifischen Angriffspunkt für die Antikörper bie-
tet. Die Nebenwirkungen sind begrenzt, da dieser Rezeptor in anderen Ge-
weben nur auf basalem Niveau exprimiert wird, er wird aber auch nur in 20 
– 30% der Mammakarzinome exprimiert, was die breite Anwendbarkeit wie-
derum einschränkt. 
 
Diese Fakten verdeutlichen, dass neben den Antikörper-basierten Ansätzen 
dringend weitere spezifisch wirkende Therapieformen benötigt werden. Die 
in der vorliegenden Arbeit entwickelten Prinzipien zur Hemmung der Tumor-
zellproliferation in vitro und in vivo erfüllen diese Anforderungen, da sie auf 6.1  Diskussion - Die Bedeutung von PLK1 als Zielgen für die Tumortherapie  220
der Ebene der mRNA angreifen, die für jedes Protein einzigartig ist. Das hier 
gewählte Target, die Polo-Like Kinase 1 (PLK1), ist ebenso vielversprechend, 
da PLK1 nur in Geweben mit hohem mitotischen Index exprimiert wird (Clay 
F.J. et. al. 1993; Golsteyn R.M. et. al. 1994; Holtrich U. et. al. 1994; Holtrich U. 
et. al. 2000; Yuan J. et. al. 1997) und in normalem proliferierenden Gewebe 
die Expression nur basale Spiegel erreicht (Yuan J. et. al. 1997). Dadurch ist 
es möglich, mit der Hemmung von PLK1 durch ASOs oder durch siRNAs ge-
zielt nur die Proliferation der Tumorzellen bzw. Tumorgewebe zu hemmen 
und die normalen gesunden Gewebe nicht oder nur wenig zu beeinträch-
tigen. Außerdem ist PLK1 ein geeignetes Zielgen für die Krebstherapie, da 
seine erhöhte Expression in den malignen Geweben mit schlechten Progno-
sen für die Patienten einhergeht (Knecht R. et. al. 1999; Strebhardt K. et. al. 
2000; Tokumitsu Y. et. al. 1999; Wolf G. et. al. 1997).  
 
6.1 Die Bedeutung von PLK1 als Zielgen für die Tumortherapie 
Weitere Studien untermauern zusätzlich PLK1 als potenzielles Target für die 
Tumortherapie. Die Auswirkungen einer Hemmung von PLK1 wurde schon in 
verschiedenen anderen Studien untersucht, hierbei war das Ziel allerdings 
nicht die Therapie, sondern der „proof of principle“, nämlich zu zeigen, in-
wieweit die Hemmung der PLK1-Funktion die Biochemie der Säugetierzelle 
und insbesondere die normale Zellteilung beeinträchtigt. Außerdem gelang 
in diesen Studien lediglich eine Partialhemmung der PLK1-Expression. Lane 
et al. (Lane H.A. et. al. 1996) mikroinjizierten Antikörper gegen PLK1 und 
konnten so in humanen Fibroblasten und in HeLa-Zellen die Zentrosomenrei-
fung blockieren. Hierbei verharrten die primären Fibroblasten in der G2-
Phase, die HeLa-Zellen wiesen verschiedene Störungen der Mitose auf, was 
dafür spricht, dass die Fibroblasten einen Zentrosomenreifungs-Kontrollpunkt 
besitzen, der bei Krebszellen verlorengegangen zu sein scheint. In einer Stu-
die von Mundt et al. (Mundt K.E. et. al. 1997) führte die transiente Expression 
einer dominant-negativen Form von PLK1 im Gegensatz zu der Mikroinjekti-
on von PLK1-Antikörpern zu bipolaren mitotischen HeLa-Zellen bzw. zu ge-6.2  Diskussion - Untersuchungen mit Antisense-Oligonukleotiden gegen PLK1 an 
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störter Zytokinese. Cogswell et al. (Cogswell J.P. et. al. 2000) konnten in ver-
schiedenen Tumorzelllinien durch Adenovirus-vermittelte Expression der do-
minant-negativen Form von PLK1 Apoptose induzieren. Normale humane 
Mammaepithelzellen (HMECs) verharrten in der Mitose und konnten da-
durch die mitotischen Defekte und die gestörte Zentrosomenreifung, wie sie 
bei den Krebszelllinien auftraten, verhindern.  
Mit diesen unterschiedlichen Ansatzpunkten konnte schon im Vorfeld dieser 
Arbeit die PLK1-Funktion gemindert werden und damit die Rolle von PLK1 für 
die Mitose in Mammaliazellen in vitro analysiert werden. Es kam durch Anti-
körperinjektion sowie durch die Expression der dominant-negativen Form 
von PLK1 zu einer teilweisen Hemmung der PLK1-Expression. Außerdem 
konnte in der Studie von Cogswell et al. schon ein differentieller Unterschied 
in der Sensitivität von Krebszelllinien und primären Zellen auf die Hemmung 
bzw. Ausschaltung von PLK1 gezeigt werden. All diese Versuche dienten 
jedoch der Untersuchung biochemischer Auswirkungen, die eine teilweise 
Hemmung der PLK1-Funktion auf das Fortschreiten der Zellen in der Mitose 
hat. Für die Anwendung in vivo, um damit gezielt entartete Zellen in die A-
poptose zu treiben und dadurch die Tumorprogression und Metastasierung 
zu verhindern, sind weder die Mikroinjektion von Antikörpern noch die Ex-
pression von dominant-negativen Formen von PLK1 geeignet. Aus diesem 
Grund wurden in der vorliegenden Arbeit die Ansätze mit ASOs (Kapitel 6.2), 
siRNAs (Kapitel 6.3) sowie mit den durch Expressionsplasmide hergestellten 
shRNAs (Kapitel 6.4) gewählt, da diese prinzipiell auch eine Anwendung in 
vivo ermöglichen. 
 
6.2  Untersuchungen mit Antisense-Oligonukleotiden gegen PLK1 an 
verschiedenen Krebszelllinien in vitro und im Xenograft-Experiment 
6.2.1 Antisense-Ansätze 
Da immer umfassenderes Wissen über die genetische Kontrolle der zellulä-
ren Proliferation erlangt wird, können therapeutische Strategien gerade im 6.2  Diskussion - Untersuchungen mit Antisense-Oligonukleotiden gegen PLK1 an 
verschiedenen Krebszelllinien in vitro und im Xenograft-Experiment 
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Kampf gegen proliferative Erkrankungen wie Krebs immer gezielter konzi-
piert werden. Eine dieser Strategien ist die Antisense-Technologie, wenn 
auch hierbei noch verschiedene unbeantwortete Fragen verbleiben, die 
die Anwendbarkeit der Technik betreffen (Stein C.A. 1995; Wagner R.W. 
1995). Trotzdem ist dieser experimentelle Ansatz in der Lage, die Entwicklung 
von Krebs zu hemmen oder gar zu stoppen, wenn die ASOs gegen Schlüs-
selelemente der proliferations-relevanten Signaltransduktionskaskaden ein-
gesetzt werden. Verschiedene ASOs gegen unterschiedliche Targets – ver-
gleiche hierzu Kapitel 2.4, Tabelle 1 – werden in der Krebstherapie bereits 
am Patienten eingesetzt (Agrawal S. et. al. 2000; Crooke S.T. 2000). 
 
6.2.2 Hemmung der PLK1-Funktion – Spezifität der ASOs  
Der Vorteil ist die Spezifität des Wirkstoffes. Um genau diesen Aspekt zu un-
tersuchen, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit zuerst die Fähigkeit 
von 26 gegen PLK1 gerichteten ASOs untersucht, die endogene PLK1-
Expression zu unterdrücken und die Proliferation der Krebszellen in vitro und 
in vivo zu hemmen. Wie eine komplexe Sekundärstruktur der mRNA erwar-
ten lässt, waren es nur zwei der 26 getesteten ASOs, die sowohl die PLK1-
mRNA als auch das PLK1-Protein signifikant zu reduzieren in der Lage waren. 
Dies ist bei den ASOs unter anderem damit zu erklären, dass aufgrund der 
dreidimensionalen Struktur der mRNA nur bestimmte Sequenzbereiche frei 
zugänglich für die Bindung der ASOs sind (Sohail M. et. al. 2000). Nur in die-
sen Bereichen können die ASOs an die mRNA binden und dadurch die ille-
gitimen DNA-RNA-Heteroduplices ausbilden, die das Ziel für RNase H sind, 
wodurch die mRNA zerstört und die Bildung des Proteins verhindert wird 
(Dirksen M.L. et. al. 1981). Diese beiden ASOs – P12 und P13 – liegen in der 
3´-untranslatierten Region der humanen PLK1-mRNA, wo vermutlich weniger 
Sekundärstrukturen ausgebildet werden als beispielsweise im offenen Le-
seraster. P12 und P13 reduzierten in allen untersuchten Krebszelllinien die 
PLK1-mRNA und das PLK1-Protein statistisch signifikant mit einer IC50 von 50 – 
75 nM. Die Hemmung der Proliferation durch P12 und P13 ging in allen drei 6.2  Diskussion - Untersuchungen mit Antisense-Oligonukleotiden gegen PLK1 an 
verschiedenen Krebszelllinien in vitro und im Xenograft-Experiment 
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Zelllinien mit einem leichten Anstieg des Anteils der Zellen in der G2/M-Phase 
einher. Dieser Anstieg könnte die Ursache für den Zelltod sein, denn eine 
Erhöhung des G2/M-Phasen-Anteils der Zellen ist ein Signal für den Beginn 
der Apoptose (Nishii K. et. al. 1996). Im Zusammenhang mit Apoptose bzw. 
morphologischen Veränderungen der Zellen konnten auch multiple Zentro-
somen sowie nur teilweise getrennte Chromosomen in den Zellen beobach-
tet werden. Diese könnten dadurch entstanden sein, dass die Chromoso-
men die Ausbildung der Kernmembran induzieren, bevor die neu gebilde-
ten Tochterzellen getrennt sind. Auf diese Art würden mehrere Zentrosomen 
von der neu entstehenden Zellmembran umschlossen. In gesunden Zellen 
werden die Zentrosomen von der perizentriolären Matrix dicht zusammen 
gehalten. Da in den analysierten Zellen auch getrennte bzw. multiple 
Zentrosomen beobachtet werden konnten, könnte durch die PLK1-
Reduktion die perizentrioläre Matrix gestört sein. 
Interessanterweise war die Reaktion der verschiedenen Zelllinien entspre-
chend ihrer endogenen PLK1-mRNA-Spiegel unterschiedlich stark ausge-
prägt. Die Zelllinie A549, die am meisten PLK1-mRNA exprimiert, zeigte in al-
len Untersuchungen (PLK1-mRNA, PLK1-Protein, Proliferation) nur eine mode-
rate Reduktion. Die beiden anderen getesteten Zelllinien mit geringeren 
endogenen PLK1-mRNA-Spiegeln wiesen stärkere Reduktionen auf. Es könn-
te sich bei der Reaktion der Zelllinie A549 aber auch um eine homöostati-
sche Regulation der Zellen handeln, die auf verringerte PLK1-mRNA-Spiegel 
mit erhöhter metabolischer Aktivität reagieren und die reduzierten PLK1-
mRNA-Level so kompensieren. In vivo hingegen konnte im humanen A549-
Xenograft-Modell durch P12 und P13 die ausgeprägteste Hemmwirkung auf 
das Tumorwachstum erzielt werden, weshalb der Schluss von den in vitro–
Untersuchungen auf die in vivo-Situation wiederum nicht möglich ist.  
 
Ein weiterer wichtiger Teil der Untersuchungen galt der Spezifität der einge-
setzten ASOs. Es wurden alle PLK1-spezifischen ASOs zu einem Kontroll-ASO, 
das gegen das Herpes simplex-Virus (HSV) gerichtet ist, in Beziehung gesetzt. 6.2  Diskussion - Untersuchungen mit Antisense-Oligonukleotiden gegen PLK1 an 
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Mit diesem ASO gegen ein Gen, das in normalen Zellen nicht vorliegt, lag 
der Effekt auf die Zellen in vitro jeweils in der Größenordnung des Effektes, 
der schon alleine durch das Transfektionsreagenz DOTAP ausgelöst wurde. 
In vivo zeigten beide Kontrollgruppen (HSV-ASO-behandelt, PBS-behandelt) 
exponentielles Tumorwachstum, was ebenfalls die Spezifität der ASO-
Wirkung unterstützt. Außerdem wurde der Einfluss der PLK1-ASOs auf die Ex-
pression anderer Gene untersucht. Hierbei zeigte sich keine Änderung der 
Expression von β-Aktin bzw. von p38. Weitere Hinweise für die Spezifität der 
PLK1-ASOs lieferte zum einen die Tatsache, dass von 26 analysierten ASOs 
gegen PLK1 lediglich zwei die PLK1-Expression effizient hemmen konnten, 
und zum anderen die Beobachtung, dass diese Hemmwirkung konzentrati-
onsabhängig war. Hier hatte zudem auch keine der eingesetzten Konzent-
rationen des HSV-ASOs einen signifikanten Hemmeffekt. 
 
6.2.3  Der Vorteil von PLK1 in der Antisense-Therapie von humanen 
Tumorzellen 
In vorangegangenen Studien wurden bereits verschiedenste ASOs gegen 
Krebs eingesetzt, die sich auch schon teilweise in Phase II der klinischen Prü-
fung befinden, z.B. gegen Proteinkinase C-α, bcl-2, c-raf oder H-ras 
(Cunningham C.C. et. al. 2000; Nemunaitis J. et. al. 1999; O'Dwyer P.J. et. al. 
1999; Waters J.S. et. al. 2000; Yuen A.R. et. al. 1999). Verschiedene Studien 
lieferten aber auch Hinweise, dass die Hemmung früher Schritte in der 
Signaltransduktionskaskade die Aktivierung von alternativen parallelen Sig-
nalwegen induziert, so dass die Hemmwirkung aufgehoben werden kann 
und die Zellen trotzdem weiter proliferieren können. Beispielsweise führte die 
Hemmung der c-Raf-Kinase mittels ASOs lediglich zu einer vorübergehen-
den Hemmung der Zellproliferation (Monia B.P. et. al. 1996b; Monia B.P. et. 
al. 1996a). Diese Beobachtung kann zweierlei Ursachen haben: Entweder 
werden die ASOs zu schnell abgebaut, oder es liegt daran, dass c-Raf an 
einer frühen Position in der Signalkaskade liegt und die Zelle dadurch aus-
reichend Möglichkeiten hat, eine Hemmung von c-Raf durch parallele al-6.2  Diskussion - Untersuchungen mit Antisense-Oligonukleotiden gegen PLK1 an 
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ternative Signalwege zu umgehen. Im Gegensatz zu diesen frühen Schritten 
in der Signaltransduktion, die durch c-Raf, PKC oder Ras repräsentiert wer-
den, ist PLK1 die erste Kinase, die mit ASOs ausgeschaltet wurde, die einen 
späten Schritt in der Signaltransduktionskaskade repräsentiert, wodurch die 
Möglichkeiten der Zelle, die Hemmung durch parallele alternative Signal-
wege aufzuheben, sehr gering sind. Dies konnte – neben den Ergebnissen 
der vorliegenden Arbeit – in Studien, in denen die zentrale Rolle von PLK1 für 
das Fortschreiten von Zellen in der Mitose konstatiert wurde, belegt werden, 
denn es war den Zellen hier nicht möglich, alternative Signaltransduktions-
wege zu nutzen, um so die Hemmung von PLK1 durch einen anderen Weg 
zu umgehen (Cogswell J.P. et. al. 2000; Lane H.A. et. al. 1996; Mundt K.E. et. 
al. 1997). Vielmehr führte die Hemmung von PLK1 – wie bereits weiter oben 
beschrieben – zur selektiven Apoptose in Tumorzellen verglichen mit norma-
len Epithelzellen. 
 
6.2.4 Schwierigkeiten bei der Anwendung von ASOs 
Obwohl ASOs interessante Wirkstoffe darstellen, selektiv die Genexpression 
eines bestimmten Gens zu hemmen, wurden Untersuchungen mit ASOs für 
lange Zeit immer wieder durch verschiedene Probleme behindert, die zu 
Rückschlägen in der therapeutischen Umsetzung führten. ASOs und im Spe-
ziellen Phosphorothioate, die aufgrund ihrer besseren Stabilität in vielen Stu-
dien eingesetzt werden, sind künstliche Makromoleküle, die toxische Effekte 
hervorrufen können oder aber die Funktionen der Zelle verändern können, 
indem sie mit endogenen Proteinen assoziieren und dadurch nicht-
Antisense-vermittelte Mechanismen induzieren (Kuss B. et. al. 1999). In die-
sem Fall wäre die biologische Aktivität der ASOs nicht das Ergebnis einer 
spezifischen Hemmung des Zielgens, sondern eine unspezifische Reaktion.  
 
Ein allgemeines Problem bei der Anwendung von ASOs der ersten Genera-
tion (Phosphorothioate) ist, dass sie in relativ hoher Dosierung eingesetzt 
werden, was die Gefahr unspezifischer Effekte und damit von Nebenwir-6.2  Diskussion - Untersuchungen mit Antisense-Oligonukleotiden gegen PLK1 an 
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kungen stark erhöht. Die Differenz zwischen der spezifisch wirkenden Dosis 
und der Dosis, die zu unspezifischer Toxizität führt, ist gering (Braasch D.A. et. 
al. 2002). Außerdem können ASOs an Proteine binden und dadurch artifiziel-
le Effekte verursachen, die den Antisense-Effekt überdecken (Stein C.A. 
1999). Ein großes Problem bei der Verwendung der ersten Generation von 
ASOs sind die sogenannten CpG-Motive, die zu unspezifischer Bindung an 
die mRNA und auf diesem Weg zu einer unspezifischen Stiumulation des 
Immunsystems führen (Agrawal S. et. al. 2001; Krieg A.M. 2001). Um diese 
Schwierigkeiten zu umgehen, sind andere Modifikationen der bislang ver-
wendeten ASOs nötig, um die Bindung an die mRNA zu verbessern und die 
Selektivität zu erhöhen. Eine Möglichkeit dabei sind die sogenannten ASOs 
der zweiten Generation, bei denen 2´-O-Methyl- und 2´-Methoxyethyl-
modifizierte RNAs verwendet werden, die aber mindestens sechs DNA-
Basen enthalten müssen, damit sie noch als Substrat für RNase H dienen 
können (Agrawal S. et. al. 1997; Monia B.P. et. al. 1993). Diese auch „Mixed-
Backbone“-Oligonukleotide genannten ASOs befinden sich gerade in ver-
schiedenen Phasen der klinischen Prüfung (Agrawal S. et. al. 2001; Braasch 
D.A. et. al. 2002). Mit einem Phosphodiester-Rückgrat anstelle des Phospho-
rothioat-Rückgrats kann die unspezifische Aktivierung des Immunsystems 
(Stimulation von Lymphozyten) um ein Vielfaches reduziert werden, denn 
das Phosphorothioat-Rückgrat alleine besitzt unabhängig von der Sequenz 
die Fähigkeit, das Immunsystem zu stimulieren (Agrawal S. et. al. 1997; Hart-
mann G. et. al. 1996; Krieg A.M. et. al. 1996). Weitere Modifikationen sind 
Morpholino-Oligonukleotide, bei denen es sich um nicht-ionische DNA-
Analoge handelt, Peptid-Nukleinsäuren, die DNA/RNA-Hybride nachahmen, 
indem das Phosphat-Desoxyribose-Rückgrat durch ungeladene N-(2-
Aminoethyl)-Glycin-Verbindungen ersetzt wird, oder LNAs („locked nucleic 
acids“), bei denen es sich um „geschlossene“ Nukleinsäuren handelt, deren 
Basen RNA-Analoge sind, die eine Methylenbrücke enthalten, die den 2´-
Sauerstoff der Ribose mit ihrem 4´-Kohlenstoff verbindet (Braasch D.A. et. al. 
2002). Morpholino-Oligonukleotide und auch die Peptid-Nukleinsäuren bei-6.2  Diskussion - Untersuchungen mit Antisense-Oligonukleotiden gegen PLK1 an 
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spielsweise aktivieren nicht die RNase H, sondern hemmen die Genexpressi-
on über einen sterischen Mechanismus (Braasch D.A. et. al. 2002). Wie auch 
die anderen 2´-Modifikationen reduziert auch in den LNAs der 2´-4´-
Ringschluss die Aktivierung von RNase H. Mit diesen ungeladenen Molekülen 
anstelle der geladenen ASOs der ersten Generation können aber unspezifi-
sche Effekte deutlich reduziert werden. 
 
6.2.5 Fazit aus den Studien mit Antisense-Oligonukleotiden gegen PLK1 
Werden die Ergebnisse aus früheren Studien auf Zellkulturebene mit den Re-
sultaten der vorliegenden Arbeit über die Hemmung von PLK1 mittels ASOs 
im Kontext betrachtet, kann PLK1 durchaus als neues vielversprechendes 
Target für die Krebstherapie mit ASOs angesehen werden.  
Um den Weg in diese Richtung zu ebnen, muss im Xenograft-Modell die mi-
nimal erforderliche Dosis ermittelt werden. Durch Verkapselung der ASOs in 
Nanopartikel (aus Gelatine oder humanem Serum-Albumin) kann eventuell 
die so ermittelte minimale Dosis noch reduziert werden. Momentan werden 
ASOs gegen andere Tumortargets in den verschiedenen Phasen der klini-
schen Prüfung in einer Dosierung von 2 – 6 mg ASO/kg Körpergewicht/Tag 
eingesetzt (Braasch D.A. et. al. 2002), was nur wenig unter der Dosierung im 
Xenograft-Experiment der vorliegenden Arbeit liegt. Aber auch die Suche 
nach Hemmstoffen, die in geringerer Konzentration bereits ähnliche Hemm-
effekte erzielen, stellt einen weiteren Ansatzpunkt für die Verbesserung der 
bislang im Einsatz befindlichen Technologien dar. Dies könnten beispielswei-
se niedermolekulare Hemmstoffe sein, aber auch Substanzen mit natürlicher 
Zusammensetzung. 
 
Im Laufe der Arbeit wurde eine neue Technik publiziert, die diese Anforde-
rungen teilweise erfüllt und ebenfalls zur gezielten und spezifischen Hem-
mung der Expression bestimmter Gene eingesetzt werden kann. Es handelt 
sich um die RNA-Interferenz, mit der ebenfalls die Expression von PLK1 ge-6.3  Diskussion - Untersuchungen mit siRNAs an Krebszelllinien und an primären 
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hemmt werden sollte, um die Effekte mit den Hemmeffekten durch ASOs zu 
vergleichen. 
 
6.3  Untersuchungen mit siRNAs an Krebszelllinien und an primären 
humanen Mammaepithelzellen in vitro und im Xenograft-
Experiment 
6.3.1 Bedeutung von siRNAs für die Hemmung von PLK1 
Nachdem im Jahre 2001 entdeckt wurde, dass siRNAs auch zur Regulation 
der Genexpression über Elemente der RNAi-Maschinerie eingesetzt werden 
können (Sharp P.A. 2001), und dieses Phänomen auch in Mammalia-Zellen 
nachgewiesen werden konnte (Elbashir S.M. et. al. 2001a), wurde diese 
neue Methode in Betracht gezogen, um die PLK1-Funktion auch über die-
sen Mechanismus auszuschalten und so eine weitere Technik für die Be-
handlung von Krebserkrankungen zu entwickeln, die eventuell sogar noch 
spezifischer und effizienter als die eben diskutierte Antisense-Technologie ist.  
Mit der Technik der RNA-Interferenz konnte in der vorliegenden Arbeit noch 
genauer als mit dem Einsatz von ASOs die Bedeutung von PLK1 für die Proli-
feration von Krebszellen und auch im direkten Vergleich von primären 
Mammaepithelzellen untersucht werden. 
 
6.3.2 Vorteile, Spezifität und differentielle Wirkung von siRNAs gegen PLK1 
Die Transfektion verschiedener Krebszelllinien mit siRNAs gegen PLK1 führte 
zu einer signifikanten Hemmung der PLK1-Expression schon in einer Konzent-
ration von nur 5,6 nM. Bei Konzentrationen unter 0,56 nM verschwand dieser 
Effekt allerdings wieder. Dennoch lag der Konzentrationsbereich, in dem 
bereits signifikante Effekte auf die PLK1-Expression erzielt werden konnten, 
weit unter den Konzentrationen, die beim Einsatz von ASOs für vergleichba-
re Effekte verwendet werden mussten (250 nM). Auch in anderen Studien 
waren vergleichbare bzw. noch höhere ASO-Konzentrationen von 100 nM – 6.3  Diskussion - Untersuchungen mit siRNAs an Krebszelllinien und an primären 
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20 µM für eine signifikante Hemmung der jeweiligen Genexpression nötig 
(Bost F. et. al. 1999; Herness E.A. et. al. 2003; Russo P. et. al. 2003; Yang D.C. 
et. al. 2002). Die siRNA-Konzentrationen hingegen lagen in diversen Studien 
(Caplen N.J. et. al. 2001; Elbashir S.M. et. al. 2001a; Harborth J. et. al. 2001; 
Liu X. et. al. 2002; Mailand N. et. al. 2002b) in einem Bereich von 25 – 200 
nM, was im Konzentrationsbereich der vorliegenden Arbeit und damit weit 
unter den bei ASOs erforderlichen Konzentrationen liegt. Daher fällt ein 
Grund, aus dem die Phosphorothioate bislang als pharmakologische Wirk-
stoffe ihre Grenzen haben, bei siRNAs weg, da hier die Gefahr toxischer Wir-
kungen aufgrund der niedrigeren Konzentrationen wesentlich geringer ist. 
Hierzu trägt noch die Tatsache bei, dass siRNAs in vitro länger stabil sind als 
ASOs, die auch trotz Modifikationen leichter durch Nukleasen degradiert 
werden (Bertrand J.R. et. al. 2002). 
Doch auch bei der Verwendung von siRNAs muss gezeigt werden, dass ihre 
Wirkung spezifisch für die jeweilige Sequenz ist, damit sie als pharmakologi-
sche Wirkstoffe in Betracht kommen. Hierfür konnten verschiedene Hinweise 
gefunden werden: Zum einen hatten unter den vier getesteten siRNAs ge-
gen PLK1 nur zwei eine wirklich signifikante Hemmwirkung auf die PLK1-
Expression. Diese Unterschiede in der Effektivität verschiedener PLK1-
spezifischer siRNAs in einer bestimmten Zelllinie können mit deren Fähigkei-
ten, einen RNAi-Silencing-Komplex zu bilden, korrelieren. Diese Möglichkeit 
wiederum könnte durch die Zugänglichkeit bestimmter Regionen der Ziel-
mRNA determiniert sein.  
Der nächste Hinweis auf die Spezifität der siRNAs gegen PLK1 gelang mittels 
Transfektion mit einer „scrambled“-Sequenz, die zu der wirksamsten siRNA4 
korrespondiert, und einer siRNA gegen die Lamine A/C, die beide keinen 
Effekt auf die PLK1-Expression sowie auf die Proliferation in den untersuchten 
Krebszelllinien und dem primären Zellsystem HMEC hatten.  
 
Alle vier getesteten Krebszelllinien sprachen auf die antiproliferative Wirkung 
von siRNA4 an, weshalb auch aus den Ergebnissen, die mit dieser Technik 6.3  Diskussion - Untersuchungen mit siRNAs an Krebszelllinien und an primären 
humanen Mammaepithelzellen in vitro und im Xenograft-Experiment 
230
erzielt werden konnten, geschlossen werden kann, dass die Hemmung von 
PLK1 als potenzielles Instrument für die Krebstherapie untersucht werden 
könnte. Diese Perspektive wird zudem durch die Beobachtung bekräftigt, 
dass in der vorliegenden Arbeit die siRNAs gegen PLK1 keinen antiprolifera-
tiven Effekt auf primäre humane Mammaepithelzellen hatten, obwohl sie 
durchaus fähig waren, in diesen Zellen die PLK1-Expression signifikant zu re-
duzieren. Für diese Reduktion der Expression waren allerdings um ein Vielfa-
ches höhere Konzentrationen (350-fach höher) erforderlich als in den Krebs-
zelllinien, was wiederum den differentiellen Effekt zwischen primären und 
entarteten Zellen unterstreicht. Diese Unterschiede der effektiven Konzentra-
tionen beruhen wahrscheinlich auf den unterschiedlichen Transfektionseffi-
zienzen in primären Zellen versus Krebszelllinien (vgl. Kapitel 5.2.9, Abbildung 
59), die ihrerseits auf die unterschiedliche Permeabilität der Zellmembranen 
in den beiden Zelltypen zurückzuführen sein könnten (Caruso R.A. et. al. 
2001; Mullin J.M. et. al. 2000). 
 
In früheren Studien, in denen dominant-negative Formen von PLK1 über 
Adenoviren in Krebszelllinien und in primäre Zellen eingebracht wurden, 
konnte ebenfalls die PLK1-Funktion gehemmt werden (Cogswell J.P. et. al. 
2000), aber es gibt noch beträchtliche Einschränkungen für eine mögliche 
Therapie von Krebspatienten mit rekombinanten adenoviralen Vektoren 
(Vorburger S.A. et. al. 2002). Obwohl die adenoviralen Vektoren (der zwei-
ten und dritten Generation) eine geringere Toxizität besitzen und auch in 
vivo länger das gewünschte Gen exprimieren (Schiedner G. et. al. 1998), 
besteht weiterhin das Problem, dass bei einer zweiten Gabe der adenovira-
len Vektoren neutralisierende Antikörper ausgebildet werden und es so 
nicht zu einem ausreichenden Gentransfer kommen kann. Da kleine Nuk-
leinsäuren keine antigenen Eigenschaften besitzen, ist es unwahrscheinlich, 
dass siRNAs die Bildung entsprechender Antikörper induzieren. 
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Die Möglichkeit, mit siRNAs selektiv Target-Proteine wie PLK1, die an der 
Tumorigenese beteiligt sind, auszuschalten, könnte eventuell dazu führen, 
dass diese siRNAs nicht nur als neue Klasse chemotherapeutischer bzw. ge-
notherapeutischer Wirkstoffe für die systemische Behandlung von Krebspa-
tienten eingesetzt werden können, sondern auch zum besseren Verständnis 
der kritischen molekularen Geschehnisse, die verantwortlich für Initiation 
und Progression von malignen Tumoren sind, beitragen können. 
 
6.3.3 Neue Gesichtspunkte über die Funktion von PLK1 in mitotischen Zellen 
Die vorliegenden Ergebnisse liefern interessante neue Aspekte über die Rol-
le von PLK1 in Krebszellen. Zum Beispiel spielen Zentrosomen eine kritische 
Rolle bei der genetischen Instabilität von Krebszellen (Brinkley B.R. 2001; Dox-
sey S.J. 2001). Sie tragen zu Spindelabnormalität und ungeordneter Chro-
mosomentrennung bei, was häufig zu Veränderungen in zellulären Schlüs-
selereignissen führt, wie die Regulation der Apoptose, die Kontrolle des Zell-
zyklus an den diversen Kontrollpunkten oder die Regulation der Zellprolifera-
tion. In frühen Formen von humanen Mamma- und Prostatakarzinomen 
konnten kürzlich abnormale Zentrosomen detektiert werden (Pihan G.A. et. 
al. 2001). Dabei könnten eventuell zusätzliche Zentrosomen in den Krebszel-
len zu der gestörten Aufteilung der Chromosomen oder aber zu Schäden 
an den Chromosomen führen, wodurch aneuploide Zellen entstehen kön-
nen, was wiederum die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen oder die 
Aktivierung von Onkogenen hervorrufen könnte. Möglicherweise sind also 
abnormale Zentrosomen nicht die Konsequenz aus der Entartung der Zellen, 
sondern eine Ursache für die Krebsentstehung (Pihan G.A. et. al. 2001). 
Gerade der Zusammenhang zwischen der Funktion von PLK1 und der Funk-
tion der Zentrosomen wurde neben der vorliegenden Arbeit schon in diver-
sen Studien beleuchtet (Cogswell J.P. et. al. 2000; do Carmo A.M. et. al. 
2001; Doxsey S.J. 2001; Lane H.A. et. al. 1996). In der Studie von Lane und 
Nigg (Lane H.A. et. al. 1996) führte die PLK1-Antikörper-Mikroinjektion in He-
La-Zellen zu monoastralen Mikrotubuli und zu zwar verdoppelten, aber un-6.3  Diskussion - Untersuchungen mit siRNAs an Krebszelllinien und an primären 
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getrennten Zentrosomen. Dennoch war es im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit durch Behandlung der Zellen mit siRNA erstmals möglich, die PLK1-
Expression komplett zu hemmen und damit die Teilung der Zentrosomen von 
der Funktion der Mikrotubuli zu trennen, denn in SW-480-Kolonkarzinom-
Zellen führte die Transfektion mit siRNA4 dazu, dass sich die Zentrosomen teil-
ten und auch voneinander trennten, aber dies geschah hier ganz offen-
sichtlich in Abwesenheit von Mikrotubuli. Wurde durch die siRNA-
Behandlung die PLK1-Expression gehemmt, konnte der Mikrotubulikomplex, 
der für die Aster- und Spindelformation benötigt wird, nicht ausgebildet 
werden, weshalb das Ausschalten der PLK1-Funktion verschiedenste mitoti-
sche Phänotypen in den unterschiedlichen Zelllinien induzieren konnte – je-
weils abhängig von den verschiedenen Defekten der Kontrollpunkte.  
Eine frühere Studie zeigte die aberrante Funktion von PLK1 in Krebszellen. 
Hierbei wurden die PLK1-Protein-Spiegel in Krebszellen mit dem Ausmaß der 
Interaktion der PLK1-mRNA mit Hsp90 in Beziehung gesetzt (Simizu S. et. al. 
2000). Es wurden in einem Teil der analysierten Krebszelllinien (z.B. in A549-
Zellen) Mutationen in der 3´-untranslatierten Region der PLK1-mRNA gefun-
den, die eventuell dazu führen, dass PLK1 nicht mehr mit Hsp90 interagieren 
kann und dadurch geringere PLK1-Proteinspiegel resultieren. Daher könnten 
auch variierende Spiegel an endogenem PLK1 in den Krebszellen das Aus-
maß der Wirkung einer siRNA-Behandlung und damit den daraus resultie-
renden Phänotyp beeinflussen. Auch in der Studie von Simizu et al. konnte 
jedoch die PLK1-mRNA-Menge nicht mit der PLK1-Proteinmenge korreliert 
werden, was durch die Beobachtung der vorliegenden Arbeit unterstrichen 
wird, denn in der Bronchialkarzinom-Zelllinie A549 konnten die höchsten 
PLK1-mRNA-Spiegel nachgewiesen werden, in der Studie von Simizu et al. 
hingegen sehr geringe PLK1-Proteinspiegel. 
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6.3.4  Anwendbarkeit von siRNAs in vivo und mögliche Modifikationen zur 
Verbesserung der Stabilität 
Im Anschluss an diese Beobachtungen in Zellkultur wurde die Auswirkung 
der Behandlung mit PLK1-siRNAs im humanen Xenograft-Modell an Nackt-
mäusen untersucht. Hierbei wurden die in vitro am besten wirkende siRNA4 
in chemisch synthetisierter Form sowie ihre „scrambled“-Sequenz siRNA4S als 
Negativkontrolle eingesetzt. Dabei zeigten erste Experimente mit Konzentra-
tionen, die den in vitro-Ergebnissen mit siRNA und den in vivo-Ergebnissen 
mit den ASOs entsprachen, also ein Bereich, in dem unter Berücksichtigung 
der um ein Vielfaches besseren Wirksamkeit der siRNAs in vitro ein Hemmef-
fekt auch in vivo zu erwarten gewesen wäre, keine hemmende Wirkung auf 
das Tumorwachstum von MCF-7- oder SW-480-Tumor-Xenograft-Modellen 
durch siRNA4. Es ist bei der Injektion von reiner siRNA jedoch fraglich, wie 
lange die siRNA stabil ist bzw. ob die siRNA überhaupt von den Zellen auf-
genommen wird, denn auch in vivo stellt die lipophile Zellmembran der 
Blutgefäße wie auch der Tumorzellen, die beide überwunden werden müs-
sen, eine Barriere für im Blut befindliche Nukleinsäuren dar. Doch auch die 
mit der Kombination aus dem Transfektionsvermittler Oligofectamin (in An-
lehnung an die in vitro-Untersuchungen) und siRNA4 durchgeführten Expe-
rimente an MCF-7-Xenograft-Modellen blieben erfolglos. Das nächste Expe-
riment diente der Untersuchung, ob eventuell keine wachstumshemmende 
Wirkung zu beobachten ist, weil die siRNAs von Nukleasen im Blut der Tiere 
abgebaut werden, bevor sie das Tumorgewebe erreichen können. Deshalb 
wurde der Nukleaseinhibitor RNasin
 mit den siRNAs gemischt und diese 
dann erst injiziert. Aber auch diese Xenograft-Experimente mit der Krebszell-
linie MCF-7 blieben ohne Hemmeffekt auf das Tumorwachstum. 
In den eben diskutierten in vivo-Experimenten wurden siRNAs mit einem 3´-
Überhang von zwei Deoxythymidinen eingesetzt, die die Stabilität von siR-
NAs gegenüber dem Angriff durch Nukleasen erhöhen sollen (Elbashir S.M. 
et. al. 2001a) und mit denen in vitro eine signifikante Hemmwirkung erzielt 
werden konnte. Da – wie schon in den ASO-Experimenten beobachtet – 6.3  Diskussion - Untersuchungen mit siRNAs an Krebszelllinien und an primären 
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eine Wirkung in Zellkultur nicht unbedingt auf Effekte in vivo schließen lässt, 
wurden weitere Versuche mit synthetischen siRNAs ohne 3´-Überhang 
durchgeführt, um zu überprüfen, ob mit diesen in vivo ein Hemmeffekt er-
zielt werden kann, denn es konnte in früheren Studien gezeigt werden, dass 
das 5´-Ende wichtig für die Phosphorylierung und damit die RNA-Interferenz 
ist (Nykanen A. et. al. 2001), das 3´-Ende hingegen war in Studien von Chiu 
et al. (Chiu Y.L. et. al. 2002) bezüglich der Wirksamkeit unempfindlich ge-
genüber Modifikationen. In diesen Versuchen lag die siRNA-Konzentration 
mit 3,3 mg/kg Körpergewicht/Tag wiederum fast in der Größenordnung der 
bei ASOs im in vivo-Experiment eingesetzten Dosierung, aber auch in diesen 
HeLa S3-und A549-Xenograft-Experimenten konnte das Tumorwachstum 
nicht gehemmt werden, obwohl die siRNAs ohne den 3´-Überhang von zwei 
Deoxythymidinen in vitro sogar leicht effektiver als die mit entsprechendem 
3´-Überhang waren. 
  
Das Fazit aus diesen Versuchen mit synthetischer siRNA, das Prinzip der RNA-
Interferenz-vermittelten Hemmwirkung auch auf die systemische Applikation 
der siRNAs an Nacktmäusen zu übertragen und für die Tumortherapie 
zugänglich zu machen, ist, dass wahrscheinlich die Stabilität der siRNAs 
erhöht werden muss. Dies könnte durch Modifikationen erreicht werden, 
denn auch die anfangs rein und unmodifiziert applizierten ASOs waren 
wirkungslos und erst mit der Entwicklung verschiedener Modifikationen (z.B. 
Phosphorothioate, Mixed-Backbone-Oligonukleotide) fand das Prinzip 
verbreitet Anwendung in der Entwicklung für die Therapie verschiedener 
Erkrankungen.  
Ein Ansatzpunkt zur Verbesserung der Stabilität der siRNAs wäre die Modifi-
kation der Überhänge. In den meisten in vitro-Untersuchungen wurden bis-
lang siRNAs mit einem 3´-Überhang von zwei Deoxythymidinen (Elbashir S.M. 
et. al. 2001c) eingesetzt, und diese waren in Drosophila, C. elegans und in 
Mammaliazellen in vitro wirksam. Dennoch waren in der vorliegenden Ar-
beit siRNAs gegen PLK1 mit dieser Art der Überhänge in vivo bei systemi-6.3  Diskussion - Untersuchungen mit siRNAs an Krebszelllinien und an primären 
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scher Applikation an Nacktmäusen nicht in der Lage, das Tumorwachstum 
zu hemmen. Auch die siRNAs ganz ohne 3´-Überhang versagten trotz ihrer 
exzellenten in vitro-Wirkung bei der Behandlung der HeLa S3- oder A549-
Xenograft-Tiere. Also kann bislang keine genaue Aussage über die Not-
wendigkeit eines 3´-Überhangs für die Stabilität der siRNAs getroffen wer-
den, denn beide Varianten waren anscheinend nicht lange genug stabil 
oder konnten die Zellmembranen nicht überwinden, um ihre Wirkung in vivo 
zu entfalten.  
Einige Studien befassten sich bisher schon mit der Struktur der Überhänge 
von siRNAs und mit der Struktur der siRNAs selber: In früheren Studien an Dro-
sophila melanogaster konnten Elbashir et al. (Elbashir S.M. et. al. 2001c) zei-
gen, dass 21-Nukleotid-lange siRNAs mit 2 Nukleotiden Überhang am 3´-
Ende die effektivste Gen-Silencing-Wirkung hatten. Wurde entweder einer 
der beiden oder beide RNA-Stränge durch 2´-Deoxy- oder 2´-O-
Methyloligonukleotide ersetzt, verschwand der RNAi-Effekt vollständig, wur-
den nur bis zu vier Nukleotide je Strang durch 2´-Deoxy- oder 2´-O-
Methyloligonukleotide ersetzt, blieb die Wirksamkeit erhalten. In einer ande-
ren Studie von Elbashir et al. (Elbashir S.M. et. al. 2001b) zeigten siRNAs mit 
langen 3´-Überhängen noch schlechtere Hemmwirkungen als die siRNAs 
ganz ohne 3´-Überhang. Amarzguioui et al. (Amarzguioui M. et. al. 2003) 
untersuchten in ihrer Studie diverse Modifikationen des 3´-Überhangs beider 
Stränge. Das 5´-Ende ließen sie unmodifiziert, da hier die für die Aktivität 
erforderliche Phosphorylierung erfolgt (Nykanen A. et. al. 2001). Im 
Gegensatz zu Elbashir et al. (Elbashir S.M. et. al. 2001c) konnte in den 
Untersuchungen von Amarzguioui et al. mit 2´-O-methylierten siRNAs in 
HaCaT-Zellen die gleiche Aktivität erzielt werden wie ohne die Modifikation. 
Die Wirkung hielt sogar länger an. Wurden beide 3´-Enden Allyl-modifiziert, 
verschwand die Wirkung, aber maximal sechs Modifikationen – entweder 
durch Methylierung des Zuckers oder Thiolation des Rückgrats – führten zu 
einer leicht reduzierten, aber dafür länger anhaltenden Hemmwirkung. 6.4  Diskussion - Untersuchungen mit Expressionsplasmiden an HeLa S3-Zellen in vitro 
und im Xenograft-Experiment 
236
Dennoch sind dies zumeist Strukturuntersuchungen, die an Drosophila mela-
nogaster oder in Zellkultur durchgeführt wurden, und können daher nicht 
zwangsläufig auch auf die Situation in vivo übertragen werden. Trotzdem 
könnte über die Entwicklung anderer chemischer Modifikationen als der bis-
lang häufigste 3´-Überhang von zwei Deoxythymidinen die Stabilität erhöht 
werden und damit auch das erste erfolgreiche Tierexperiment mit systemi-
scher Applikation von chemisch synthetisierten siRNAs gegen ein endoge-
nes Gen in der Krebstherapie gelingen. 
 
6.4  Untersuchungen mit Expressionsplasmiden an HeLa S3-Zellen in 
vitro und im Xenograft-Experiment 
Da siRNAs effiziente Inhibitoren der PLK1-Expression in vitro waren, dies aber 
zum einen nur transiente Effekte sind und zum anderen die bisherigen in vi-
vo-Experimente erfolglos geblieben sind, wurden darüber hinaus Expressi-
onsplasmide eingesetzt, die hairpin-RNAs (shRNAs) gegen PLK1 sowie eine 
korrespondierende „scrambled“-Sequenz exprimieren. Mit einer solchen 
Vektor-basierten Strategie können in einer Zelle bis zu 5 × 106 shRNA-
Moleküle exprimiert werden, so dass eine einmalige Zufuhr der rekombinan-
ten Plasmide genügt, um dauerhaft eine Hemmwirkung auszuüben. Auch 
hier wurde die „scrambled“-Sequenz eingesetzt, um die Spezifität der Reak-
tion zu überprüfen. 
Diese Herangehensweise wurde bisher in verschiedenen in vitro-Studien a-
nalysiert, die alle RNA-Polymerase III-Promoter verwendeten, die genau de-
finierte Start- und Stoppsignale besitzen, wodurch siRNAs hergestellt werden 
können, die keine Teile der Promoter-Sequenz enthalten, sondern nur die 21-
Nukleotid-langen Sequenzen sowie die 6-Nukleotid-lange Verbindungs-
schleife für die shRNAs exprimieren. Insbesondere der U6-snRNA-Promoter 
und der H1-RNA-Promoter sind bisher ausgiebig untersucht worden (Chong 
S.S. et. al. 2001; Hannon G.J. et. al. 1991; Lobo S.M. et. al. 1990). Einige 
Gruppen konnten mit diesem Ansatz bereits die Hemmung verschiedener 6.4  Diskussion - Untersuchungen mit Expressionsplasmiden an HeLa S3-Zellen in vitro 
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Gene in Zellkultur-Experimenten zeigen (Brummelkamp T.R. et. al. 2002b; Lee 
N.S. et. al. 2002; Paul C.P. et. al. 2002; Sui G. et. al. 2002; Yu J.Y. et. al. 2002). 
 
6.4.1 Anwendung der Expressionsplasmide für shRNAs gegen PLK1 in vitro 
Auf der Grundlage der eben beschriebenen Studienergebnisse wurde in 
der vorliegenden Arbeit ebenfalls unter Verwendung des U6-snRNA-
Promoters eine shRNA hergestellt, die gegen PLK1 gerichtet ist, bzw. ihre kor-
respondierende „scrambled“-Sequenz, um mit den rekombinanten Plasmi-
den zuerst in vitro HeLa-S3-Zellen zu transfizieren und deren Proliferation bzw. 
PLK1-mRNA-Expression zu ermitteln. In den Untersuchungen mit diesen 
shRNAs zeigte sich eine signifikante, aber nur ca. 50%ige Reduktion der 
PLK1-mRNA durch das rekombinante Plasmid pBS/U6/shRNA/PLK1. Da aber 
in diesem Fall berücksichtigt werden muss, dass bei der Transfektion von 
Plasmid-DNA auch unter Verwendung von Transfektionsvermittlern wie Fu-
GENETM6 nur Transfektionseffizienzen im Bereich von 40 – 60% erzielt werden 
können, sind diese Werte mehr als vielversprechend für die Anwendung der 
Expressionsplasmide in vivo. Sowohl das parentale Plasmid pBS/U6 als auch 
die „scrambled“-Kontrolle pBS/U6/shRNA/PLK1S hatten keinen Einfluss auf 
die PLK1-mRNA-Expression, was wiederum auch in diesen Studien die Spezifi-
tät der shRNA-Wirkung unterstreicht. Die Proliferation der HeLa S3-Zellen 
konnte allerdings mit dem rekombinanten Plasmid pBS/U6/shRNA/PLK1 
kaum bzw. gar nicht inhibiert werden, aber bei den erwähnten Transfektion-
seffizienzen befinden sich zu viele nicht-transfizierte Zellen in den Kulturen, 
die sich normal weiter teilen können – unter Umständen, da ihnen durch 
den Zelltod der transfizierten Zellen mehr Platz und mehr Nährstoffe für die 
eigene Zellteilung zur Verfügung stehen, sogar schneller als normal – und 
dadurch eventuell eine Hemmwirkung der PLK1-spezifischen shRNAs auf die 
Zellproliferation maskieren. In beiden in vitro-Untersuchungen (Proliferation 
und PLK1-mRNA-Bestimmung) konnte der Zusatz des Nukleaseinhibitors ATA 
die Wirkung des rekombinanten Plasmids pBS/U6/shRNA/PLK1 nicht verstär-
ken, was aber wahrscheinlich darauf zurückzuführen ist, dass durch die Ver-6.4  Diskussion - Untersuchungen mit Expressionsplasmiden an HeLa S3-Zellen in vitro 
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kapselung der Plasmide mit dem Transfektionsvermittler FuGENETM6 die 
Plasmide ohnehin gegenüber dem Angriff der zelleigenen Nukleasen ge-
schützt sind und daher durch den Zusatz von ATA keine Erhöhung der Stabili-
tät erzielt werden kann, was zu deutlicheren Hemmeffekten führen würde.  
 
6.4.2 Kombination der rekombinanten Plasmide mit ATA ex vivo 
Da der virale Gentransfer durch die Induktion von Antikörpern limitiert ist 
(vgl. Kapitel 6.3.2), wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals ana-
lysiert, ob Expressionsplasmide im Blut durch den Zusatz eines Nukleaseinhibi-
tors (ATA) so stabilisiert werden können, dass ein ausreichender Gentransfer 
ohne virale Vektoren erzielt werden kann. Die Wirkung von ATA wurde da-
her zuerst in einem ex vivo-Versuch beleuchtet, um das sich anschließende 
Xenograft-Experiment vorzubereiten. ATA soll später in vivo die injizierten 
Plasmide im Blut der Mäuse gegenüber dem Angriff von Nukleasen schüt-
zen, da es als kompetitiver Inhibitor mit der Nukleinsäure um die Bindungs-
stelle der jeweiligen Nuklease konkurriert und so die Nukleaseaktivität direkt 
ausschaltet (Gonzalez R.G. et. al. 1980).  
Für diesen Versuch wurden gleiche Mengen Blut unter standardisierten 
Bedingungen mit gleichen Mengen an Expressionsplasmid und 
verschiedenen ATA-Konzentrationen inkubiert (ATA : Plasmid-DNA 1 : 50, 1 : 
5 und 1 : 0,5). Nach unterschiedlichen Inkubationszeiten wurden die 
Plasmide im Southern-Blot detektiert, und es konnte hier im Gegensatz zu 
den in vitro-Untersuchungen an HeLa S3-Zellen eine stabilisierende Wirkung 
von ATA auf alle drei Formen der Plasmide (linear, zirkulär und supercoiled) 
nachgewiesen werden. Auch konnte durch den Zusatz von ATA die 
Degradation der Plasmide vermindert werden. Diese Unter-
suchungsergebnisse machten eine Anwendung von ATA für das 
nachfolgende Tierexperiment sinnvoll, um die Lebensdauer der Plasmide 
und ihre Aufnahme in die Zellen zu erhöhen und damit die Menge der gebil-
deten shRNAs, die die eigentliche Hemmwirkung ausüben, zu steigern.  6.4  Diskussion - Untersuchungen mit Expressionsplasmiden an HeLa S3-Zellen in vitro 
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Ähnliche Ergebnisse über die Plasmid-stabilisierende Wirkung von ATA erziel-
ten auch schon Glasspool-Malone et al. in ihren Experimenten, in denen sie 
Plasmide mit und ohne ATA in vitro mit Lungenflüssigkeit aus Mäusen und 
Makaken inkubierten (Glasspool-Malone J. et. al. 1999; Glasspool-Malone J. 
et. al. 2002). Auch in ihren Experimenten konnte die supercoiled-Form der 
Plasmide durch die Zugabe von ATA stabilisiert werden und die Degradati-
on der Plasmide verringert werden. 
 
6.4.3 Anwendung der Expressionsplasmide für shRNAs gegen PLK1 in vivo 
Im sich anschließenden Xenograft-Experiment mit HeLa S3-tumortragenden 
Nacktmäusen wurden ebenfalls pBS/U6 und pBS/U6/shRNA/PLK1S als Kon-
trollen eingesetzt. Das Expressionsplasmid pBS/U6/shRNA/PLK1, das die 
shRNA gegen PLK1 exprimiert, wurde in zwei Variationen eingesetzt, und 
zwar einmal wie die beiden Kontrollgruppen unter Verwendung des Nuklea-
seinhibitors ATA (Plasmid-DNA : ATA 5 : 1) und einmal ohne Zusatz von ATA, 
um den Einfluss der stabilisierenden Wirkung von ATA festzustellen und um 
toxische Nebenwirkungen durch ATA ausschließen zu können. In beiden 
Gruppen, die mit dem rekombinanten Plasmid pBS/U6/shRNA/PLK1 behan-
delt wurden, konnte das Tumorwachstum im Vergleich zu der mit dem pa-
rentalen Vektor pBS/U6 behandelten Gruppe signifikant reduziert werden. 
Diese wachstumsinhibierende Wirkung konnte durch den Nachweis der Re-
duktion der PLK1-mRNA in den Tumoren bestätigt werden. Das bedeutet, 
dass in vivo ein Plasmid-stabilisierender Effekt durch ATA auftrat, was in vitro 
nicht der Fall war. Die Behandlung mit pBS/U6/shRNA/PLK1S, der 
„scrambled“-Sequenz, hatte keine das Tumorwachstum hemmende Wir-
kung. Auch die PLK1-mRNA blieb bei Behandlung mit pBS/U6/shRNA/PLK1S 
im Vergleich zu pBS/U6 unverändert, was einen wichtigen Hinweis auf die 
Spezifität der shRNAs in vivo darstellt.  
Da die Mäuse über den gesamten Versuchsverlauf keinen Gewichtsverlust 
zeigten, traten potenzielle Nebenwirkungen der Plasmide, z.B. Störungen im 
Gastrointestinaltrakt, nur begrenzt auf. Nebenwirkungen durch ATA waren 6.4  Diskussion - Untersuchungen mit Expressionsplasmiden an HeLa S3-Zellen in vitro 
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aufgrund der Konzeption der Experimente äußerst unwahrscheinlich, denn 
bereits in früheren Studien wurde der Effekt von ATA auf die Plättche-
naggregation in Pavianen ermittelt, indem diesen ATA intravenös injiziert 
wurde (Alwayn I.P. et. al. 2000). Eine Dosis von 24 mg ATA/kg Körperge-
wicht/Tag verminderte bei den Pavianen die Plättchenaggregation, mit 
einer Dosis von 12 mg ATA/kg Körpergewicht/Tag konnten aber bereits wie-
der normale Blutparameter erreicht werden. Glasspool-Malone et al. 
(Glasspool-Malone J. et. al. 1999) ermittelten bei Mäusen die LD50, die bei 6 
mg ATA/kg Körpergewicht/Tag und damit unter der toxischen Dosis bei Pa-
vianen lag. Im vorliegenden Xenograft-Experiment lag die eingesetzte ATA-
Dosis bei dreimal wöchentlich 80 µg ATA/kg Körpergewicht und damit weit 
unter der LD50 von 6 mg ATA/kg Körpergewicht/Tag. Neben dem Nachweis 
der PLK1-mRNA-Reduktion im in vivo-Experiment gelang in der immunhisto-
chemischen Färbung der Nachweis einer spezifischen PLK1-Reduktion in 
Tumorschnitten, die am Tag nach der letzten Behandlung angefärbt wur-
den. Auch die Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 konnte durch die 
pBS/U6/shRNA/PLK1-Behandlung deutlich gegenüber der pBS/U6-
Behandlung reduziert werden. Da Ki-67 ein etablierter Proliferationsmarker 
ist, hat diese Beobachtung neben der Reduktion der Expression von PLK1 
große Bedeutung, denn mit zwei unabhängigen Markern konnte somit die 
Hemmung der Zellteilung beschrieben werden. Dies konnte im durchgeführ-
ten Xenograft-Experiment auch insofern beobachtet werden, als die Tumo-
ren der mit pBS/U6/shRNA/PLK1 behandelten Mäuse nach Beendigung der 
Therapie über einen Beobachtungszeitraum von weiteren vier Wochen 
nicht weiterwuchsen, während die Tumoren aller anderen Behandlungs- 
bzw. Kontrollgruppen weiterwuchsen. Eine Beobachtung über einen länge-
ren Zeitraum als vier Wochen über die Therapie hinaus war leider nicht mög-
lich, da die Tumoren der Kontrollgruppen zu groß wurden und die Mäuse 
aus diesem Grund gemäß dem Tierschutzgesetz getötet werden mussten. 
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In bisherigen Ansätzen ist der nicht-virale in vivo-Gentransfer mit nackter 
DNA immer daran gescheitert, dass er weniger effizient war als der mit vira-
len Vektoren, obwohl beide Techniken reproduzierbar, einfach und sicher 
sind (Latchman D.S. 2001; Lechardeur D. et. al. 2002). Die Ergebnisse der 
vorliegenden Arbeit bieten daher eine Strategie, mit der der Gentransfer mit 
reiner Plasmid-DNA durch den Einsatz von ATA wieder neu in Betracht ge-
zogen werden sollte, denn mit der beschriebenen Strategie existiert eine 
sehr wirkungsvolle Methode, über die Reduktion der PLK1-Expression das 
Tumorwachstum in Nacktmäusen signifikant zu hemmen. 
 
6.4.4 Fazit aus der Vektor-basierten Expression von shRNAs gegen PLK1 
In der vorliegenden Arbeit ist auf der Basis des U6-snRNA-Promoters erstmals 
die systemische Behandlung von tumortragenden Tieren mit shRNA-
exprimierenden Plasmiden durch intravenöse Injektion in die Schwanzvene 
gelungen. Bislang sind weltweit noch keine Daten über die systemische The-
rapie tumortragender Tiere bekannt. Daher könnte das erste Hindernis auf 
dem Weg zur Anwendung der RNA-Interferenz in der Krebstherapie über-
wunden sein. Dies wird vor allem durch die Tatsache interessant, dass die 
Tumoren auch nach Ende der Behandlung über den Beobachtungszeit-
raum von vier Wochen im Wachstum stagnierten, so dass das Auftreten von 
Rezidiven oder von Metastasen minimiert werden kann. Auch ist ein immen-
ser Vorteil dieser Strategie, dass sie – wie auch die beiden vorher beschrie-
benen – hoch spezifisch ist. Darüber hinaus ist sie im Vergleich zu allen syn-
thetischen ASOs oder siRNAs kosteneffizient, und es sind keine langen Syn-
thesewege erforderlich. Es handelt sich um biotechnologisch herstellbare 
Stoffe (Fermenterproduktion) und nicht um höchstkomplexe Makromolekü-
le, die immer ein Risiko für unspezifische Reaktionen und damit Nebenwir-
kungen darstellen. Die Transfektion von Zellen und damit auch die Behand-
lung von Patienten mit Plasmid-DNA hat den praktischen Vorteil gegenüber 
der Transfektion oder Injektion von siRNA, dass DNA wesentlich stabiler ist als 
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für die Patienten besser verträgliches Regime von drei Injektionen pro Wo-
che (beispielsweise Montag, Mittwoch, Freitag) möglich, das eventuell so-
gar noch reduziert werden kann. 
 
An PLK1 ist damit der Beweis der RNA-Interferenz-vermittelten Hemmung der 
Genexpression an einem tumorassoziierten Target-Gen gelungen. Die U6-
Promoter-basierte Strategie bietet außerdem Anwendungsmöglichkeiten 
bei vielen weiteren Erkrankungen, die durch die Expression unerwünschter 
Gene gekennzeichnet sind (z.B. virale Infektionen wie die Hepatitiden oder 
AIDS). Bei der Abwehr von AIDS wäre es zum Beispiel möglich, Knochen-
marksstammzellen des Patienten zu entnehmen und so zu manipulieren, 
dass sie gegen HIV resistent werden, indem entweder die HIV-RNA selber 
ausgeschaltet würde oder aber die für die HIV-Infektion nötigen Rezepto-
ren. Unter Umständen ist es sogar möglich, in vivo ein krankheitsverursa-
chendes mutiertes Allel spezifisch auszuschalten – z.B. ein aktiviertes Onko-
gen –, ohne dass das normale gesunde Allel betroffen ist (Tuschl T. 2002). In 
vitro ist dies bereits gelungen, denn Brummelkamp et al. konnten spezifisch 
das Onkogen K-Ras ausschalten, ohne die Expression des Wild-Typ-Allels zu 
beeinträchtigen, obwohl die beiden Allele sich nur durch ein Basenpaar 
unterscheiden (Brummelkamp T. et. al. 2002a). Diese Selektivität zwischen 
zwei Allelen auch in solchen Fällen, wo beide Allele sich nur durch ein Ba-
senpaar unterscheiden, wird dadurch gewährleistet, dass die RNA-
Interferenz eine dermaßen spezifische Reaktion darstellt, dass ein „Mis-
match“ alleine schon genügt, um das Phänomen RNA-Interferenz zu unter-
binden. 
 
6.5 Schlussfolgerung und Perspektive 
Ziel der vorliegenden Dissertation war es, die Expression von PLK1 durch ver-
schiedene Techniken in vitro und in vivo effizient zu hemmen, um auf die-
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die Proliferation von Krebszellen spezifisch zu hemmen und so möglicherwei-
se neue Therapieansätze gegen Krebs zu entwickeln.  
Nachdem bei der U6-Promoter-basierten Strategie zur Hemmung des Tu-
morwachstums in Nacktmäusen der Nachweis von Plasmiden im Tumor er-
bracht werden konnte, was für eine effiziente Aufnahme von Plasmid-DNA 
auch in vivo spricht, müsste nun der Nachweis der Funktion des Plasmids im 
Tumor erbracht werden. Doch dies ist aufgrund der geringen Länge des 
shRNA-Fragments von 21 bp, das von den Plasmiden exprimiert wird, und 
der geringen Stabilität von shRNA sehr anspruchsvoll.  
Außerdem müssten die mit den Expressionsplasmiden und den ASOs erziel-
ten Ergebnisse mit anderen Zelllinien evaluiert werden, um zu untersuchen, 
ob die Hemmwirkung allgemeine Gültigkeit besitzt und damit auch bei Pa-
tienten mit verschiedenen Tumorentitäten einsetzbar sein könnte. Hierzu bie-
tet sich für die den Einsatz von Expressionsplasmiden beispielsweise die 
Bronchialkarzinom-zelllinie A549 an, mit der bereits in den dargestellten ASO-
Untersuchungen erfolgreich ein Xenograft-Tierexperiment durchgeführt wer-
den konnte, oder auch die Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-435, die in 
Nacktmäusen auch Metastasen zu bilden vermag. Weitere Tierexperimente 
mit anderen Tumorentitäten sowie mit primärem Tumormaterial müssten fol-
gen. Auf dem Gebiet der ASOs könnte der Schritt in die klinische Phase am 
schnellsten vollzogen werden, denn in diesem Themenkomplex liegen 
schon weitreichende Daten über die Auswirkungen der Wirkstoffgruppe 
ASOs am Menschen vor (vgl. Kapitel 2.4, Tabelle 1). Wesentliche weitere 
Schritte sind in toxikologischen und pharmakologischen Studien zu sehen, 
die eine zentrale Voraussetzung für einen Antrag an die Ethik-Kommission 
der Universitätsklinik für die Zulassung von klinischen Studien am Menschen 
darstellen. 
 
Insgesamt ist mit den hier beschriebenen Experimenten erstmals die Kinase 
PLK1 als Zielgen für die Krebstherapie vorgeschlagen worden. Darüber hin-
aus sind auch mit der U6-Promoter-basierten Expression Methoden zur 
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die über eine systemische Applikation mit einem relativ ungefährlichen Vek-
tor möglich ist. D.h. nicht nur Krebserkrankungen sind mit der in dieser Arbeit 
entwickelten Methode gezielt angreifbar geworden, sondern auch virale 
Infektionen mit HIV, HCV und HPV oder andere Erkrankungen, die durch 
Hemmung von bestimmten Genfunktionen eindämmbar sind.  
 
Abschließend stellt sich die Frage, ob es auch gelingen kann, mit dem dar-
gestellten neuen Hemmprinzip eine vererbbare Immunität gegen Krebs zu 
konzipieren, indem die induzierbare Expression von siRNAs gegen PLK1 in 
Oozyten von Säugetieren manifestiert wird. 
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7. ZUSAMMENFASSUNG 
In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Techniken entwickelt, um 
die Polo-Like Kinase 1 (PLK1), eine Kinase aus der Familie der hochkonservier-
ten Serin/Threonin-Kinasen in ihrer Funktion zu hemmen. Alle Zellen des Säuge-
tier-Organismus benötigen für ihre Zellteilung PLK1. PLK1 wird vor allem in der 
G2/M-Phase des Zellzyklus exprimiert und wird in malignen, d.h. sich schnell 
und unkontrolliert teilenden Geweben, verglichen mit normalem, primärem 
Gewebe überexprimiert. Damit liegt hier ein differentieller Unterschied zwi-
schen normalem, primärem Gewebe und malignem Tumorgewebe vor, denn 
in normalem Gewebe sind nur sehr niedrige PLK1-Spiegel vorhanden (Ge-
webshomöostase), so dass eine Krebstherapie, die über die Hemmung von 
PLK1 wirkt, keine oder nur geringe Auswirkungen auf das normale gesunde 
Gewebe haben sollte. Insgesamt bietet sich PLK1 daher als interessantes Ziel 
für eine molekularbiologisch basierte Krebstherapie an. 
  
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit angewandten Techniken waren zum 
einen die Antisense-Technologie und zum anderen die RNA-Interferenz (Ein-
satz synthetischer small interfering RNAs [siRNAs] und Einsatz rekombinanter 
Plasmide zur Expression von hairpin-RNAs [shRNAs]). Antisense-Oligonukleotide 
(ASOs) sind schon seit ca. einem Jahrzehnt im Einsatz, um verschiedene Zell-
zykluselemente zu hemmen. Auch sind ASOs gegen verschiedene Targets be-
reits in verschiedenen Phasen der klinischen Prüfung, doch mit PLK1 ist im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals die Hemmung eines späten Ele-
ments der Signaltransduktionskaskade, das essentiell für die Mitose ist, gelun-
gen. Somit sind die Auswirkungen auf die Zellen wesentlich stärker als bei wei-
ter am Anfang der Signaltransduktionskaskade gelegenen Elementen, wie z.B. 
c-Raf, PKC oder Ras, bei denen die Zelle noch die Möglichkeit hat, die Hem-
mung durch alternative parallele Signalwege zu umgehen. siRNAs sind gene-
rell erstmals zum Einsatz gekommen, um in Mammalia-Zellen die Krebszellproli-
feration bzw. das Tumorwachstum im humanen Krebs-Xenograft-Modell zu 
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erstmals, um ein endogenes Gen in vitro zu hemmen und dies durch systemi-
sche Applikation der Plasmid-DNA auch im humanen Krebs-Xenograft-Modell 
in vivo zu erreichen. 
 
Bei Anwendung der RNA-Interferenz konnte darüber hinaus ein für die An-
wendung am Menschen wichtiger differentieller Unterschied zwischen primä-
ren Zellen und Krebszelllinien in vitro beobachtet werden, denn für die Hem-
mung der Proliferation von primären humanen Mammaepithelzellen war eine 
350-fach höhere siRNA-Konzentration nötig als in den Krebszelllinien. Auch für 
die Reduktion der mRNA- und Protein-Expression (PLK1 und die Lamine A/C) 
waren in den primären Mammaepithelzellen diese weitaus höheren Konzent-
rationen nötig, um vergleichbare Effekte wie in den Krebszelllinien zu errei-
chen. Die Konzentrationen, mit denen die Krebszellproliferation signifikant ge-
hemmt werden konnte, hatten auf die primären Zellen überhaupt keine Aus-
wirkungen, womit ein Meilenstein auf dem Weg zu einer spezifischen Krebsthe-
rapie erreicht werden konnte. 
 
Dabei konnten mit allen drei eingesetzten Techniken die PLK1-mRNA- und –
Protein-Expression in vitro und die Zellproliferation in vitro gehemmt werden. 
Das Tumorwachstum konnte mit ASOs und mit den rekombinanten Plasmiden 
in vivo in Krebs-Xenograft-Modellen an Nacktmäusen erfolgreich gehemmt 
werden. Mit U6-Promoter-basiert exprimierten shRNAs konnten im humanen 
Xenograft-Modell auch die Expression der PLK1-mRNA, das PLK1-Protein sowie 
der Proliferationsmarker Ki-67 reduziert werden. Auf diese Weise kam es zu ei-
nem starken Antitumor-Effekt in vivo, der nach Behandlung mit den Expressi-
onsplasmiden vier Wochen über das Ende der Therapie hinaus anhielt.  
 
Ausgehend von diesen Daten sollte für beide Techniken – sowohl für die Anti-
sense-Strategie als auch für die RNA-Interferenz mit dem Target PLK1 – über 
Toxizitätsuntersuchungen und Ausweitung auf weitere Tumormodelle der Weg 
in die präklinische Phase eingeschlagen werden, um möglichst schnell die 
Grundlagen für einen Heilversuch oder eine klinische Studie zu schaffen. 8. Literaturverzeichnis  247
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